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O ácido hipocloroso (HOCl) é um oxidante forte produzido por neutrófilos e monócitos 
activados. Esta espécie reactiva de oxigénio (ROS) é gerada a partir da reacção do H2O2 
com o Cl, catalisada pelo mieloperoxidase e desempenha um papel fundamental no pro-
cesso inflamatório. Embora a formação de HOCl tenha como finalidade matar os microor-
ganismos invasores dentro do fagossoma, pode, também, ser libertado para fora da célula, 
onde pode lesar os tecidos e contribuir para a patogénese de doenças inflamatórias. Tor-
na-se, assim, útil captar esta espécie oxidante, de modo a proteger os tecidos circundantes 
e avaliar o papel potencial de compostos antioxidantes na prevenção de lesões nos locais 
de inflamação. Considerou-se, por isso, ser importante estudar as propriedades anti-
inflamatórias de alguns flavonóides (quercetina, fisetina, naringenina e naringina), em 
relação à captação de HOCl produzido quimicamente e gerado por neutrófilos activados ex 
vivo, bem como os seus efeitos na activação do factor de transcrição NF-κB. 
Em relação à captação de HOCl, para cada flavonóide foram determinados valores de IC50, 
determinados através de diferentes métodos de competição: oxidação do vermelho pirogalol 
(PGR), cloração da taurina e oxidação da sonda 3-aminofenilfluoresceína (APF) que foi seguida 
por espectrofluorimetria e citometria de fluxo.  
O flavonóide que apresentou melhor actividade foi a quercetina, uma vez que possui 
todas as características estruturais importantes que lhe permite ter um efeito protector em 
relação às reacções de cloração/oxidação mediadas pelo HOCl. A fisetina e a naringenina, ape-
sar de não possuírem algumas das características estruturais importantes, que existem na 
quercetina, também, demonstraram uma elevada capacidade antioxidante, quando o HOCl era 
gerado por neutrófilos activados, o que poderá ser explicado pela sua maior lipofilicidade em 
comparação com a quercetina. 
Estudou-se, também, a capacidade dos flavonóides quercetina, fisetina e naringenina 
para induzirem variações na activação do NF-kB em células monocíticas THP-1 activadas por 
LPS. Através da análise por Western blot, observou-se que estes flavonóides exerciam efeitos 
inibitórios na activação do NF-kB. Esta resposta reflectia-se numa menor translocação da pro-
teína p65 para o núcleo e numa menor degradação das proteínas inibitórias do NF-κB (IκB). 
Estes resultados sugerem que os flavonóides quercetina, fisetina e naringenina podem exercer 
efeitos anti-inflamatórios, através da inibição da activação do NF-κB e da captação de HOCl, 
um oxidante forte produzido pelos neutrófilos. 
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Hypochlorous acid (HOCl) is a powerful oxidant produced by stimulated neutrophils and 
monocytes. This reactive oxygen specie (ROS) is generated by the reaction of H2O2 with Cl
-, 
catalyzed by myeloperoxidase (MPO), and has long been recognized to play an important role 
in the inflammatory process. Although this toxic specie is formed with the aim of killing the 
ingested microorganisms (inside the phagosome), it can also be released to the outside of the 
cell, where it may damage normal tissue and thus contribute to the pathogenesis of inflamma-
tory diseases. Considering this fact, it should be useful to scavenge HOCl, in order to protect 
the nearby tissues and to evaluate the potential modulator role of antioxidant compounds in 
the prevention of tissue injury at sites of inflammation. Therefore it was considered of interest 
to study anti-inflammatory properties of some flavonoids (quercetin, fisetin, naringenin and 
naringin) towards the scaveging of hypochlorous acid (HOCl) chemically generated and by ex 
vivo activated human neutrophils, as well as their effects on the activation of the transcription 
factor NF-κB. 
For each flavonoid different IC50 values were obtained, when assessed through differ-
ent competition methods: oxidation of pyrogallol red (PGR), taurine chlorination and oxidation 
of the probe 3-aminophenilphluorescein (APF), which was followed by spectrofluorimetry and 
flow cytometry. 
Quercetin was the studied flavonoid who presented the highest HOCl scavenging activ-
ity, since this flavonoid possesses structural features that are determinant on the protection 
against HOCl mediated chlorination/oxidation reactions. Fisetin and naringenin, in spite of not 
possessing some of these structural features, also showed high antioxidant activity, when HOCl 
was generated by activated neutrophils. The lipophilicity of these compounds may be respon-
sible for the behaviour of these flavonoids. 
We also examined the ability of the flavonoids quercetin, fisetin and naringenin to in-
duce changes in the activation of NF-κB in THP-1 cells activated by LPS. Innibitory effects in the 
activation of NF-κB, analysed by Western blotting, were observed for the studied flavonoids. 
This response was reflected in terms of nuclear translocation of NF-κB and degradation of 
NF-κB inhibitory protein (IκB). 
Our results suggest that the flavonoids, quercetin, fisetin, and naringenin may exert 
anti-inflammatory effects through the inhibition of NF-κB activation and the scavenging of 
HOCl, a strong oxidant produced by phagocytic cells. 
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A inflamação representa uma resposta do organismo, imediata e não específica, face a 
uma infecção por um patogéneo ou toxina ou a uma lesão tecidual (Calder, 2006). Tem 
como objectivo a neutralização do agente agressor e a reparação dos tecidos lesados, de 
modo a assegurar a sobrevivência do organismo (Gomes et al, 2008). 
A resposta inflamatória é caracterizada pela ocorrência de três eventos – vasodila-
tação, aumento da permeabilidade dos vasos sanguíneos e influxo de células fagocíticas – 
que são responsáveis pelos cinco sintomas característicos de uma situação de inflamação – 
calor, rubor, edema, dor e perda de função, no local afectado (Goldsby et al, 2003).  
 
Figura 1. Situação de inflamação. 1 – Após a lesão do tecido, há a libertação de factores quimioatractores e vasoac-
tivadores; 2 – estes factores levam ao aumento da corrente sanguínea e da permeabilidade dos capilares; 3 – o 
aumento da permeabilidade dos vasos permite o influxo de fluido e células; 4 – as células fagocíticas migram até ao 
local da inflamação, onde, juntamente com o fluido rico em proteínas, destroem o patogéneo. Adaptado de Goldsby 
et al, 2003. 
 
1.1 Libertação de mediadores inflamatórios 
Após o estímulo agressor, ocorre a libertação ou activação de determinados mediadores 
inflamatórios que apresentam propriedades vasoactivadoras, levando ao aumento do flu-
xo sanguíneo e da permeabilidade dos vasos, e quimioatractoras, induzindo a activação 
dos fagócitos e a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais dos vasos san-
guíneos e nas células fagocíticas. Estes mediadores podem ser derivados dos microorga-
nismos invasores (como o lipopolissacárido – LPS), libertados pelas células lesadas (hista-
mina, por exemplo) ou pelas células que participam no processo de inflamação (como a 





O aumento da permeabilidade dos capilares facilita o influxo de fluido, moléculas de 
grandes dimensões (proteínas do complemento, citocinas, anticorpos e enzimas de coagu-
lação) e células fagocíticas dos vasos para os tecidos (Goldsby et al, 2003).  
 
1.1.1 Acção do formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (fMLP) 
O formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) é um tripéptido, produzido pela Escherichia 
coli, constituindo o principal e forte quimioatractor de fagócitos, libertado por esta bacté-
ria. Este factor exerce o seu efeito ao ligar-se a receptores de péptidos formilados (FPR), 
receptores associados a proteínas G. Quando ligado ao FPR, o fMLP induz alterações con-
formacionais no receptor, o que permite que este interaja com a proteína G associada e 
leve à sua activação. A jusante da proteína G, ocorre a activação de vários sistemas de 
sinalização, como o fosfolipase C (PLC). O PLC hidrolisa o 4,5-bisfosfato de fosfatidil de 
inositol (PIP2), formando diacilglicerol (DAG), que activa a proteína cinase C (PKC), e 1,4,5-
trifosfato de inositol (IP3), que leva à libertação de cálcio (Ca
2+) pelo retículo endoplasmáti-
co. (Selvatici et al, 2006). Este mecanismo de activação encontra-se representado na figura 
2. 
 
Figura 2. Mecanismo de activação da proteína cinase C. Representação do mecanismo de activação da proteína 
cinase C (PKC). 1 – O receptor de péptidos formilados (FPR) está associado a uma proteína G. 2 – Quando o ligando 
formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) se liga ao receptor, ocorre uma troca do GDP por GTP na subunidade da 
proteína G 3 – A subunidade  dissocia-se das subunidades  e  e activa a fosfolipase C (PLC). Este enzima, uma 
vez activado, degrada o 4,5-bifosfato de fosfatidil de inositol (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trifosfato de 
inositol (IP3). 4 – O IP3 dirige-se para o retículo endoplasmático (RE), onde induz a abertura de canais de cálcio 
(Ca2+), levando à saída destes iões para o citosol. O aumento de Ca2+ no citosol leva, entre outros fenómenos, à 
ligação da PKC à membrana plasmática. 5 – Uma vez na membrana plasmática, a PKC é activada pelo DAG. Adapta-




A PKC é uma cinase de serina/treonina com dois domínios funcionais principais: o domínio 
catalítico, no terminal C, e um domínio regulador, no terminal N, onde se ligam os cofacto-
res Ca2+, DAG, ésteres de forbol e outros lípidos (Selvatici et al, 2006). 
 Uma vez activada, a PKC leva à quimiotaxia, activação do NADPH oxidase e desgra-
nulação dos fagócitos (Selvatici et al, 2006). 
 
1.1.2 Acção do lipopolissacárido (LPS) 
O LPS é um constituinte da parede celular das bactérias gram negativas, relativamente 
conservado nas diversas espécies. É constituído por dois componentes de natureza polis-
sacarídica e uma porção lipídica, sendo esta última associada à toxicidade inerente a este 
composto (Madigan et al, 2003).  
 
 
Figura 3. Estrutura e posição do LPS na parede celular de bactérias gram negativas. a) Representação da parede 
celular e membrana citoplasmática das bactérias gram negativas: 1 – LPS, 2 – Membrana externa, 3 – Peptidoglica-
no, 4 – Periplasma, 5 – Membrana citoplasmática; b) Esquema da estrutura do LPS: 1 – Polissacárido O-específico, 
que varia consoante as espécies; 2 – Polissacárido principal, costituido por glucose (Glu), N-acetilglucosamina 
(NAG), galactose (Gal), heptose (Hep) e cetodesoxioctonato (KDO); 3 – Lípido A, constituído por glucosamina (GA), 
ligada a ácidos gordos, através de ligações éster-amina. Adaptado de Madigan et al, 2003. 
 
O LPS funciona como mediador inflamatório, iniciando a transdução de sinal pela sua liga-
ção a um dos seus receptores TLR (Toll-Like-Receptor), muito importantes no reconheci-
mento de vários padrões típicos de microrganismos, o receptor TLR4. A ligação do LPS ao 





TLR4 é complexa e envolve a participação de três outras proteínas: a proteína que liga o 
LPS (LBP), a CD14 e a MD-2 (que está acoplada ao receptor TLR4) (Goldsby et al, 2003).   
A LBP é uma glicoproteína que existe em circulação, no soro. Reconhece e liga a 
porção lipídica do LPS, com elevada afinidade, formando o complexo LBP-LPS (Goldsby et 
al, 2003). O receptor do complexo LPS-LBP é o CD14, uma glicoproteína que existe princi-
palmente ligada à membrana, embora também se encontre em circulação. O CD14 reco-
nhece o lípido A, assim como as cadeias de hidrocarbonetos, e transfere o LPS para a pro-
teína MD-2 (Jerala, 2007). A MD-2 é uma proteína solúvel que se liga não covalentemente 
ao TLR4, sendo responsável pela ligação do LPS (Guha e Mackman, 2001). Após a ligação 
do LPS à MD-2, o TRL4 sofre uma oligomerização, recrutando os seus adaptadores a jusan-
te, através de interacções com os domínios de receptor de Toll–IL-1 (TIR) (Lu et al, 2008).  
O mecanismo de reconhecimento do LPS encontra-se representado na figura 4. 
 
 
Figura 4. Mecanismo de reconhecimento do LPS pelo TLR4. Representação esquemática da cascata de reconheci-
mento do LPS pelo receptor de padrões de microrganismos, TLR4. A LBP liga o LPS, ou agregados de LPS, e depois 
interage com o CD14, para o qual transfere o LPS. O LPS é, depois, ligado às MD-2, o que provoca uma alteração 
conformacional no TLR4, levando à associação dos domínios intracelulares TIR. Isto permite o recrutamento de 
proteínas adaptadoras, que levam à activação das vias de sinalização. Adaptado de Jerala (2007). 
 
A sinalização LPS/TLR4 pode ser separada em duas vias principais, a dependente e 
a independente de MyD88 (Lu et al, 2008). Em ambas, o sinal transduzido pode levar à 
activação do factor nuclear-κB (NF-κB) e, consequentemente, à síntese de citocinas, como 
por exemplo, o TNF- e as interleucinas-1, -6 e -8 (IL-1, IL-6 e IL-8), assunto que será 
desenvolvido na secção 1.5 deste capítulo. Assim, promovem respostas inflamatórias, que 




indução da expressão de moléculas de adesão na superfície de células endoteliais e de 
leucócitos (Goldsby et al, 2003; Calder, 2006).  
 
1.2 Migração dos fagócitos 
Como foi referido anteriormente, os mediadores químicos com acção pró-inflamatória 
induzem a expressão de moléculas de adesão nas células do endotélio vascular e nos leu-
cócitos, o que leva à iniciação da extravasão dos últimos para a área inflamada (Selvatici et 
al, 2006).  
 
Figura 5. Extravasão dos leucócitos. Esquema dos vários passos inerentes ao processo de extravasão dos leucócitos. 
1 – contacto aleatório do leucócito com as células endoteliais; 2 – movimento de rolamento; 3 – adesão; 4 – diape-
dese, através do endotélio vascular; 5 – quimiotaxia ou migração através do tecido epitelial até à região inflamada. 
Adaptado de Soehnlein et al, 2009. 
 
Este processo é iniciado pelo contacto aleatório entre os leucócitos e as células 
endoteliais dos vasos. Quando os leucócitos se aproximam da região subendotelial dos 
vasos sanguíneos perto das áreas inflamadas, respondem aos mediadores inflamatórios 
produzidos localmente, iniciando-se o processo de rolamento (Selvatici et al, 2006). O 
rolamento ocorre devido ao estabelecimento de interacções de baixa afinidade entre os 
leucócitos e o endotélio, mediadas pelas selectina-P e -E nas células endoteliais e da selec-
tina-L nos leucócitos (Calder, 2006; Selvatici et al, 2006). À medida que a afinidade aumen-
ta, inicia-se a aderência das células à parede endotelial dos vasos sanguíneos, mediada 
pelas integrinas-1 e -2 dos leucócitos e pelas moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-
1) e vascular (VCAM-1) expressas nas células endoteliais (Calder, 2006; Selvatici et al, 
2006). Após a ligação firme, ocorre a migração dos leucócitos, através das junções interce-
lulares das células endoteliais dos vasos, para o tecido (extravasão ou diapedese), mediada 
pela molécula de adesão plaquetária-endotelial (PECAM-1) expressa nos leucócitos e no 
endotélio, mas particularmente abundantes nas junções entre células, as passagens utili-
zadas pelos leucócitos durante a extravasão (Goldsby et al, 2003; Liu et al, 2004; Selvatici 
et al, 2006;). Uma vez no tecido epitelial, os leucócitos migram para o local inflamatório 
(quimiotaxia), seguindo um gradiente de quimioatractores e estabelecendo interacções 






Uma vez nos tecidos, os leucócitos iniciam a fagocitose. A fagocitose é o processo através 
do qual determinados materiais são ingeridos e digeridos por células especializadas 
(Goldsby et al, 2003). Estes materiais podem ser antigénios exógenos, como microorga-
nismos ou partículas insolúveis, matéria endógena, como células necróticas ou fragmentos 
celulares, e ainda complexos imunes (Splettstoesser e Schuff-Werner, 2002; Goldsby et al, 
2003). A fagocitose é desencadeada pela interacção de opsoninas, que cobrem a partícula 
a ser fagocitada, com receptores específicos da superfície do fagócito (García-García e 
Rolases, 2002).  
Os leucócitos especializados na realização de fagocitose são os neutrófilos, eosinó-
filos e monócitos (em circulação) e macrófagos (nos tecidos), sendo os neutrófilos os mais 
capacitados e os monócitos os menos capacitados. Este facto está obviamente relacionado 
com as diferenças observadas na morfologia de cada tipo de célula (Goldsby et al, 2003), 
como será abordado na secção 2 deste capítulo. 
Na figura 6, representa-se o processo de fagocitose. 
 
Figura 6. Fagocitose. Representação esquemática dos acontecimentos durante a fagocitose: a – ingestão da partícu-
la a fagocitar; b – formação do fagossoma; c – formação do fagolisossoma; d – digestão da partícula; e – exocitose 
dos produtos da digestão. Adaptado de Goldsby et al, 2003. 
 
Numa primeira fase, a membrana plasmática expande-se em torno do material a fagocitar, 
formando invaginações denominadas pseudópodes (a). O material é então ingerido for-
mando-se um vacúolo, denominado fagossoma (b), que avança para o interior da célula, 
onde se funde com grânulos ricos em enzimas proteolíticos e com lisossomas, formando o 
fagolisossoma (c). Os lisossomas contêm vários enzimas hidrolíticos, como o lisozima, que 
digerem o material ingerido (d), sendo as partículas resultantes libertadas para o exterior 
da célula por exocitose (e) (Goldsby et al, 2003). Todo este processo ocorre de uma forma 




aproximadamente 20 segundos, sendo digerida quase imediatamente (Splettstoesser e 
Schuff-Werner, 2002). 
Para além dos enzimas hidrolíticos presentes nos lisossomas e dos enzimas proteo-
líticos existentes nos grânulos citoplasmáticos, os fagócitos dispõem de outras substâncias 
microbicidas, como as defensinas, os péptidos citotóxicos e as espécies reactivas de oxigé-
nio (ROS) e de azoto (RNS) (Goldsby et al, 2003).  
 
   
1.4 Espécies reactivas de oxigénio 
Os fagócitos activados, durante a ingestão de partículas, produzem uma grande variedade 
de moléculas extremamente reactivas e com uma potente actividade microbicida, nomea-
damente as espécies reactivas de oxigénio (Splettstoesser e Schuff-Werner, 2002; Goldsby 
et al, 2003). 
 A produção de ROS é iniciada pelo NADPH oxidase, um complexo enzimático com 
vários componentes: flavocitocromo b558, p47
phox, p67phox, p40phox e p21rac. No estado inac-
tivo, o flavocitocromo b558, componente principal, encontra-se associado à membrana 
plasmática (que irá originar o fagossoma), estando os outros componentes solúveis no 
citosol (Segal, 2005; Calder, 2006; Halliwell, 2006). Após a activação do fagócito, as subu-
nidades são reunidas na membrana do fagossoma, formando-se um complexo heteromé-
rico (Lee et al, 2003). O enzima torna-se, assim, activo e inicia a reacção de redução do 
oxigénio molecular, presente no vacúolo fagocítico, a radical anião superóxido ( -2O
 ), atra-
vés da transferência de electrões do NADPH (equação 1). Esta reacção leva a um consumo 






2 2O  2H  NADP 2O H NADPH
    
 
O anião superóxido é um radical pouco reactivo, na medida em que, apesar de 
reagir muito rapidamente, só consegue interferir com um número reduzido de biomolécu-
las. Tem, por exemplo, a capacidade de inactivar enzimas bacterianos importantes, com 
centros [Fe-S], mas apenas quando produzido intracelularmente nas bactérias. De facto, 
não aparenta passar a parede celular ou membrana plasmática dos microrganismos (Hal-





Assim, a sua toxicidade no fagossoma é conferida, principalmente, pela sua capaci-
dade de se combinar, rapidamente, com o radical ácido nítrico (NO•), formando o peroxini-
trito, altamente tóxico (equação 2), e de ser rapidamente reduzido a peróxido de hidrogé-
nio (H2O2), espontânea ou enzimaticamente através do superóxido dismutase, de acordo 
com as equações 3 e 4, respectivamente (Splettstoesser e Schuff-Werner, 2002; Halliwell, 
2006).  
Equação 2  
  ONOONOO2  
Equação 3 2.22
-










Desta reacção, advém uma outra vantagem para a capacidade de destruição do microor-
ganismo. À medida que iões H+ do interior do fagossoma são consumidos, dá-se a entrada 
de K+, a partir do citosol, levando também à movimentação de iões Cl-. Estes movimentos 
iónicos, assim como a acumulação de produtos de degradação bacteriana, aumentam a 
força iónica no fagossoma facilitando a libertação de proteases dos grânulos. É, também, 
providenciado um pH óptimo para o funcionamento das proteases, pelo aumento do pH 
ocorrido devido à diminuição de H+ (Halliwell, 2006). 
O H2O2, assim como o 
-
2O
 , tem capacidade para reagir rapidamente, mas apenas 
com um pequeno conjunto de moléculas, como proteínas hémicas. No entanto, ao contrá-
rio do -2O
 , o H2O2 consegue entrar rapidamente nos microrganismos, onde pode formar o 
radical hidroxilo (OH•). Esta reacção ocorre na presença de um ião metálico, por exemplo 
Fe2+ (reacção de Fenton), como representado na equação 5. O H2O2 não deverá formar 
OH• no fagossoma, uma vez que existe lactoferrina que liga o ferro livre (Hampton et al, 
1998; Halliwell, 2006). 
 
Equação 5 
  3222 FeOHOHFeOH  
 
O OH• é extremamente reactivo, reagindo rapidamente com a grande maioria das 
biomoléculas, causando modificações no DNA, quebras nas duplas cadeias, inactivação 
enzimática e peroxidação lipídica. Por ser tão reactivo, não é muito eficiente, já que tem 
um raio de acção reduzido, sendo provável que reaja com outros alvos antes de alcançar o 




Quando os lisossomas se fundem com o fagossoma inicia-se, também, a actividade 
da mieloperoxidase (Halliwell, 2006). Este enzima tem uma estrutura di-hémica e apresen-
ta propriedades espectrais que lhe conferem uma coloração verde (responsável pela cor 
do pus) (Segal, 2005). Na presença de H2O2, catalisa a oxidação de iões de halogénios (Cl
-, 
Br-, I-), formando ácidos hipo-halososos (Babior, 2000). Devido à elevada concentração de 
Cl- no organismo, produz-se principalmente hipoclorito (OCl-) (equação 6), que se converte 
em ácido hipocloroso (equação 7). A pH elevado, o equilíbrio da reacção 7 encontra-se 
deslocado para a formação de OCl- (Hampton et al, 1998; Babior, 2000; Halliwell, 2006).  






Equação 7 HOClHOCl    
 
Esta reacção é responsável pelo desaparecimento da grande maioria do H2O2 formado 
(Hampton et al, 1998). 
O HOCl encontra-se, também, em equilíbrio com o cloro na forma gasosa (Cl2) (a 
pH baixo) (Hampton et al, 1998; Halliwell, 2006): 




O HOCl é um oxidante forte, conseguindo entrar nos microorganismos e reagir com uma 
vasta gama de compostos biológicos (directamente ou via Cl2, uma vez que este também 
apresenta propriedades bactericidas e fungicidas e entra facilmente nos microrganismos), 
sendo considerado o oxidante mais bactericida produzido pelos fagócitos (Hampton et al, 
1998; Halliwell, 2006). Os seus substratos são tióis e tioésteres (substratos preferenciais), 
fenóis, compostos com ligações insaturadas e enzimas com centros Fe (Hampton et al, 
1998). 
Pode ainda formar cloraminas, ao reagir com grupos NH2 do DNA, proteínas e lípi-
dos (Hampton et al, 1998). Uma das cloraminas formadas em maior é a clorotaurina, uma 
vez que a taurina é o aminoácido livre mais abundante, no citosol dos leucócitos, princi-
palmente dos neutrófilos, existindo em concentrações de 10 a 30 mM (Marcinkiewicz et al, 
1998). As cloraminas formadas são, também, bons agentes microbicidas, embora mais 
fracos e têm menor capacidade para reagir com biomoléculas do hospedeiro do que o 
HOCl, fazendo com que possuam um tempo de vida superior (Hampton et al, 1998; Halli-





ridade e permeabilidade na membrana, sendo as cloraminas de proteínas as menos tóxi-
cas e as monocloraminas as mais permeáveis (Hampton et al, 1998).  
No entanto, o fagossoma apresenta várias proteínas e agentes que podem reagir 
tanto com o HOCl como com as cloraminas, o que indica que estes compostos podem não 
conseguir actuar contra a partícula a fagocitar (Halliwell, 2006). Outro aspecto a considerar 
é o facto de a deficiência em mieloperoxidase ser, tipicamente, assintomática. 1 em cada 
2000 pessoas têm deficiência em mieloperoxidase e não apresentam qualquer predisposi-
ção para infecções, com excepção de alguns casos de susceptibilidade a infecções por 
Candida (Segal, 2005; Halliwell, 2006). Uma possível explicação para este facto poderá ser 
o envolvimento de outros mecanismos oxidativos. Um controlo eficiente dos microorga-
nismos apresenta uma importância extrema para a sobrevivência das células, pelo que 
estas não podem basear a sua defesa apenas num mecanismo microbicida. De facto, em 
neutrófilos sem actividade de mieloperoxidase, há um consumo superior de oxigénio, uma 
maior produção de superóxido e peróxido de hidrogénio e ocorre mais fagocitose e des-
granulação. (Hampton et al, 1998; Halliwell e Gutteridge 1999) 
O HOCl tem outro mecanismo de acção na protecção do hospedeiro contra os 
microoganismos que consiste na inactivação de moléculas com sensibilidade de quórum 
secretadas por algumas bactérias. Quando os níveis destas moléculas atingem o patamar 
indicativo de uma determinada densidade celular dessa população, são activadas vias 
reguladoras que levam à alteração da expressão genética das bactérias de modo a causar 
um aumento da virulência. (Madigan et al, 2003; Halliwell, 2006)  
 O HOCl pode, também, gerar OH•, reagindo quer com o -2O
  (equação 9), quer com 
o Fe2+ (equação 10) (Halliwell, 2006). 
Equação 9 
  ClOHOOHOCl 22  
Equação 10 
  ClOHFeFeHOCl 32
 








O 1O2 apresenta alguma toxicidade, conseguindo reagir com os lípidos de membra-
na, no entanto, não é uma espécie muito produzida pelos fagócitos (Hampton et al, 1998; 
Halliwell, 2006).  





Figura 7. Produção de ROS. Possível mecanismo para a produção de ROS num fagócito activado. 
 
As ROS, para além da importância que desempenham na defesa do hospedeiro, como 
agentes microbicidas, têm um papel importante como moléculas sinalizadoras. A maioria 
das ROS produzidas no burst respiratório é libertada para o espaço extracelular. Como 
algumas são permeáveis à membrana, podem influenciar vias de sinalização de outros 
leucócitos ou outros tipos de células presentes na região inflamada, como o endotélio vas-
cular, modulando cinases e fosfatases proteicas e lipídicas, receptores de membrana, 
canais iónicos e factores de transcrição (Fialkow et al, 2007). Há fortes evidências de que 
um destes factores seja o NF-κB. Observaram-se várias situações onde as ROS estão envol-
vidas na activação do NF-κB e regulação de genes, induzidas por citocinas. Há, no entanto, 
vias de activação independentes de ROS, observadas em determinadas células e condições 
experimentais, nas quais estas espécies não estão envolvidas na via principal de activação 
do NF-κB. Estes mecanismos de sensibilidade variável da via de activação do NF-κB às ROS 
não são, ainda, completamente compreendidos (Clark e Valente, 2004).  
 
1.5 Factor de transcrição NF-κB 
O factor nuclear –κB (NF-κB) é um dos reguladores centrais da sobrevivência celular, imu-
nidade inata e adaptativa e respostas inflamatórias, sendo expresso de forma ubíqua 
(Skaug et al, 2009; Vallabhapurapu e Karin, 2009). É um factor de transcrição de resposta 
imediata, levando à transcrição de genes envolvidos na sobrevivência e proliferação celula-
res, como factores de crescimento, e respostas imunitárias, como citocinas, receptores de 
citocinas e moléculas de adesão (Naumann, 2000; Roman-Blas, e Jimenez, 2006).  
A família do NF-κB nos mamíferos é constituída por cinco membros: p65 (ou RelA), 
RelB, c-rel (ou REL), NFκB1 (p50 e o seu precursor p105) e NFκB2 (p52 e o seu precursor 





homologia Rel (RHD), responsável pela formação de homo e heterodímeros, ligação ao 
DNA, translocação nuclear e interacção com as proteínas inibidoras de NF-κB (IκB) (Sun e 
Ley, 2008; Uwe, 2008; Skaug et al, 2009; Vallabhapurapu e Karin, 2009). 
O complexo dimérico NFκB, em células não-estimuladas, está tipicamente retido 
no citoplasma, ligado a um membro da família das IκB. Existem três tipos de proteínas IκB: 
as IκBclássicas (IκBIκB e IκBε), os precursores de NFκB (p100 ou IκBδ e p105 ou IκBγ) 
e as IκB não-usuais (Bcl-3IκB e IκBNS) (Uwe, 2008; Vallabhapurapu e Karin, 2009). Estas 
proteínas são caracterizadas pela presença de múltiplas repetições de anquirina, que 
medeiam a ligação aos dímeros de NF-κB, mascarando a sequência de localização nuclear 
(NLS) no RHD, impedindo a sua exposição.  
Apesar de serem semelhantes em estrutura, estas proteínas apresentam diferen-
ças funcionais, nomeadamente nos dímeros aos quais se ligam, e diferenças nas cinéticas 
de degradação e ressíntese. Por exemplo, considerando as IκB clássicas, a IκBα liga-se pre-
ferencialmente ao heterodímero p65:p50 e é degradada muito rapidamente, após estímu-
lação com LPS ou TNF-α; a IκBβ também se liga preferencialmente a p65:p50 mas é degra-
dada e ressintetizada mais lentamente; a IκBε regula preferencialmente c-Rel:p50 e apre-
senta cinéticas de degradação e ressíntese semelhantes a IκBβ. (Vallabhapurapu e Karin, 
2009) 
A estimulação celular com um de vários agonistas leva a uma rápida cascata de fos-
forilação, poliubiquitinação e degradação proteassomal das IκB. Este processo liberta as 
subunidades NFκB, que se translocam para o núcleo, onde regulam a transcrição de 
genes alvo. (Uwe, 2008; Skaug et al, 2009) 
A fosforilação das IκB é efectuada pelo complexo cinase das IκB (IKK). Os comple-
xos IKK são constituídos por duas subunidades cataliticamente activas, a IKK(IKK-1) e a 
IKK(IKK-2)e uma subunidade estrutural e reguladora, a IKKγ(ou modulador essencial de 
NFκB – NEMO) (Uwe, 2008).  
A activação do NFκB é tipicamente mediada pela degradação da IκB 
IκBβIκBεligados a heterodímeros p65:p50 e c-rel:p50. Esta via, denominada canónica, é 
estimulada por vários receptores imunes, como TLR, receptores de IL-1, de TNF e de anti-
génios. Quando o ligando se liga ao receptor, é iniciada uma transdução de sinal que cul-
mina na activação do complexo IKK. Uma vez activado, este complexo fosforila a IκB, 
levando à sua poliubiquitinação e consequente degradação proteassomal (Sun e Ley, 2008; 




núcleo, onde regulam a transcrição de genes que codificam para quimiocinas, citocinas, 
moléculas de adesão, enzimas associados à inflamação e inibidores de apoptose. Desta 
forma, a via clássica está muito relacionada com respostas inflamatórias e sobrevivência 
de células imunitárias profissionais (Uwe, 2008). Outro gene regulado pelo NF-κB é o da 
IκBα, que desta forma pode entrar no núcleo, deslocar o NF-κB do DNA e transportá-lo de 
novo para o citoplasma, formando um loop de feedback negativo. Assim, sem um estímulo 
activador persistente, o NF-κB é rapidamente sequestrado pela IκBα (Skaug et al, 2009). 
 
Vias de activação do NFκB atípicas, envolvendo o p105 e o p100, também têm importân-
cia para as funções imunitárias. A via mediada pelo p100, denominada via não-canónica, é 
desencadeada por um conjunto de membros da família do TNF e leva à activação da cinase 
indutora do NFκB (NIK) que activa a IKK-1. A IKK-1, por sua vez, fosforila o p100, desen-
cadeando a sua poliubiquitinação e subsequente proteólise parcial pelo proteassoma, 
produzindo-se o p52 (Sun e Ley, 2008; Skaug et al, 2009). Este transloca-se para o núcleo, 
em associação ao RelB, onde leva à transcrição de genes importantes para a maturação de 
células B e formação de órgãos linfóides (Sun e Ley, 2008; Uwe, 2008). 
Ao contrário da via não-canónica, o processamento proteassomal do p105 não é 
regulado pela estimulação com agonistas. O p105 é fosforilado pelo IKK, marcando-o para 
degradação completa pelo proteassoma ou processamento para formar p50, libertando as 
subunidades de NFκB. (Sun e Ley, 2008). A prevalência de cada tipo de processamento, 
assim como o papel da ubiquitinação no processo, tem sido controverso. 
Na figura 8, encontram-se resumidas as vias canónica e não-canónica de activação 
do NFκB. 
Existe muita especulação quanto aos locais em que as ROS podem actuar, na via de 
activação do NF-κB. Entre os mecanismos propostos, estão a activação de cinases sinaliza-
doras, sensíveis a estados redox, a montante do passo de activação do NF-κB, a indução de 
tioredoxina, que afecta a actividade de ligação das proteínas de NF-κB, e modificações 






Figura 8. Vias de activação do NF-κB. Esquema resumo das vias de activação do NF-κB, canónica e não-canónica. A 
ligação dos ligandos aos receptores induz a activação das IKK, que fosforilam as IκB (IκBαe p100), marcando-as para 
degradação (IκB) ou processamento (p100), pelo proteassoma. Este processo resulta na libertação dos dímeros de 
NF-κB, que são translocados para o núcleo onde vão induzir a transcrição de genes envolvidos em vários mecanis-
mos imunitários. Adaptado de Skaug et al, 2009. 
 
Como foi referido anteriormente, a sinalização por LPS/TLR4 pode levar à activação 
de uma de duas vias, a dependente e a independente de MyD88.  
Após o estímulo com LPS e activação do TLR4, a MyD88 recruta e activa membros 
da família de proteínas cinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAK). Inicialmente, é acti-
vada a IRAK4, que, por sua vez, fosforila e activa a IRAK1. Em seguida, ambas se dissociam 
da MyD88 e interagem com o factor 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6). O TRAF6 
promove a poliubiquitinação dele próprio e do NEMO, e ambos recrutam, de seguida, a 
proteína cinase–1 activada pelo factor de crescimento transformador β (TAK1), que depois 
activa duas vias distintas, envolvendo a IKK e a cinase de MAP (MAPK) (Kawai e Akira, 
2007). A activação da IKK, como já foi referido, leva à activação do NF-κB. A activação da 
via da MAPK induz outro factor de transcrição, o AP-1, que também apresenta um papel 
na expressão de citocinas pró-inflamatórias (Lu et al, 2008).  
O NF-κB pode ser activado pela via independente de MyD88 (e dependente de 
TRIF, uma proteína adaptadora indutora de interferão-β contendo TIR). O TRIF liga o 
TRAF6, que activa a TAK1 de maneira semelhante à da via dependente de MyD88. A RIP1 é 
poliubiquitinada para formar um complexo com o TRAF6 e a TAK1, o que resulta na activa-








Figura 9. Transdução de sinal para a activação do NF-κB, através da ligação LPS/TLR4. Vias dependente e indepen-
dente de MyD88 levam à activação do NF-κB. Adaptado de Lu et al, 2008 
 
A activação do NF-κB leva à produção de citocinas pró-inflamatórias, como já foi 
referido. Entre estas estão o TNF-α, a IL-1 e a IL-6, sendo que as duas primeiras são activa-
doras da via do NF-κB. Através destas, ou de outros factores de cujos genes leva à transcri-
ção, o NF-κB está implicado em várias doenças inflamatórias e no cancro, induzindo proli-








Os leucócitos são as células sanguíneas que medeiam as respostas imunitárias. Podem ser 
agrupados em granulócitos e células mononucleares. Os granulócitos têm esta denomina-
ção porque contêm grânulos com diferentes substâncias químicas e são classificados de 
acordo com a sua morfologia celular e características citoplasmáticas de coloração. Divi-
dem-se em três classes destas células: neutrófilos, eosinófilos e basófilos. As células 
mononucleares (PBMC – células mononucleares do sangue periférico) incluem os linfóci-
tos, monócitos e macráfagos (Goldsby et al, 2003). 
 Destes tipos de células, como já foi referido, apenas os neutrófilos, os eosinófilos e 
os monócitos (em circulação) e macrófagos (nos tecidos) são capazes de realizar fagocito-
se. Atendendo aos tipos de células utilizados neste trabalho, apenas serão considerados os 
neutrófilos e os monócitos. 
 
2.1 Neutrófilos 
Os neutrófilos representam 50 a 70% dos leucócitos em circulação, constituindo a primeira 
linha de defesa contra agentes infecciosos e substâncias exógenas que penetram as barrei-
ras físicas do organismo (Selvatici et al, 2006).  
Os neutrófilos são produzidos na medula óssea, por hematopoiese e apresentam 
linhagem mielóide. São libertados para a corrente sanguínea, onde circulam durante 7 a 
10 horas. Após a sua migração para os tecidos, o seu tempo médio de vida é de alguns dias 
(Goldsby et al, 2003). 
Os neutrófilos são células fagocíticas, caracterizadas pela presença de grânulos 
citoplasmáticos e um núcleo multilobado, razão pela qual são também denominados leu-
cócitos polimorfonucleares (PMN) (Goldsby et al, 2003).  
 
Figura 10. Morfologia do neutrófilo. 1 – Núcleo multilobado; 2 – Fagossoma; 3 – Grânulo primário; 4 – Grânulo 





A actividade microbicida dos neutrófilos é conferida pelos enzimas líticos e com-
postos bactericidas que estão presentes nos grânulos e lisossomas (Goldsby et al, 2003; 
Selvatici et al, 2006). Com base na função e conteúdo enzimático, os grânulos dos neutrófi-
los podem ser divididos em três tipos principais: azurófilos (ou primários), específicos (ou 
secundários) e de gelatinase (ou terciários). Pode ser feita outra classificação, com base na 
coloração histoquímica, na presença ou ausência de peroxidase (Selvatici et al, 2006).  
O neutrófilo possui, ainda, no citoplasma vesículas secretoras que são as estruturas 
intracelulares mobilizadas mais rapidamente. A sua importância é conferida pela sua 
membrana, particularmente rica em receptores e proteínas que, aquando da exocitose, 
são integradas na membrana do neutrófilo. Estas vesículas são mobilizadas quando o neu-
trófilo estabelece o primeiro contacto, de rolamento, com o endotélio activado, transfor-
mando o neutrófilo numa célula com expressão de -integrina possibilitando, assim, a 
diapedese do neutrófilo para os tecidos (Borregaard e Cowland, 1997). Contêm, também, 
na sua matriz, proteínas importantes para a extravasão de outros neutrófilos e monócitos. 
As proteínas azurocidina e proteinase-3 são fortes activadoras de células endoteliais. A 
activação das células endoteliais pode levar não só ao aumento da expressão de molécula 
de adesão vascular (VCAM-1) e intercelular (ICAM-1) mas também ao aumento da liberta-
ção de quimiocinas. Por exemplo, a proteinase-3 aumenta a secreção de CCL2 das células 
endoteliais, cujo receptor, CCR2, é expresso nos monócitos (Soehlein et al, 2009).  
Os grânulos terciários são libertados em seguida e contêm enzimas, como gelatina-
se e lisozima, e algumas proteínas de membrana. O colagénio IV e V, os principais compo-
nentes das membranas basais e tecidos intersticiais, respectivamente, são substratos da 
gelatinase. Assim, a exocitose destes grânulos permite a migração dos neutrófilos através 
da membrana basal que separa o endotélio do tecido extravascular (Borregaard e Cow-
land, 1997). 
Os grânulos específicos têm a função de recolocar componentes de membrana e 
limitar as reacções das espécies reactivas de oxigénio e azoto. Estes grânulos contêm lac-
toferrina, colagenase e quase dois terços do lisozima total. Existem também proteínas de 
membrana, como o flavocitocromo b558 (componente do NADPH oxidase) e o receptor do 
fMLP. A exocitose destes grânulos, mobilizados depois dos terciários, contribui também 
para a migração do neutrófilo pelos tecidos (Borregaard e Cowland, 1997; Segal, 2005). 
Os grânulos primários, maiores e mais densos, são libertados apenas quando o 





tando o seu conteúdo para o fagossoma. O microorganismo ingerido fica, assim, exposto a 
uma gama de agentes tóxicos com actividades aparentemente redundantes (Segal, 2005; 
Nauseef, 2007; Soehlein et al, 2009). Contêm, para além de enzimas que ajudam na sua 
migração pelo tecido, proteínas e péptidos direccionados para a morte e digestão do 
microrganismo. Contêm MPO, proteína que leva ao aumento da permeabilidade da mem-
brana bacteriana e três proteinases neutras predominantes: catepsina G, elastase e pro-
teinase 3 (Segal, 2005). A proteinase-3 e catepsina G clivam a IL-8 e o péptido-78 epitelial 
activador de neutrófilos (ENA-78), respectivamente, libertando as formas truncadas das 
quimiocinas, que têm maior actividade quimioatractora do que as formas originais (Soeh-
lein et al, 2009). Estes grânulos têm também cerca de um terço de toda a lisozima da célu-
la. A matriz destes grânulos é carregada negativamente e apresenta um pH acídico, o que 
leva à imobilização de todos as proteínas e péptidos (com excepção do lisozima) e à sua 
manutenção num estado inactivo (Segal, 2005). Este tipo de grânulos pode ser subdividido 




Os monócitos são células fagocíticas mononucleares e representam 1 a 6% dos leucócitos 
em circulação. Como os neutrófilos, são produzidos na medula óssea, por hematopoiese, e 
apresentam linhagem mielóide. (Goldsby et al, 2003) Circulam na corrente sanguínea 
durante 1-2 dias, após os quais migram para os tecidos onde se diferenciam em macrófa-
gos residentes (Murdoch et al, 2005). Quando se diferenciam em macrófagos, o tamanho 
das células aumenta de cinco a dez vezes, os seus organitos tornam-se mais numerosos e 
complexos e a sua capacidade fagocítica aumenta (Goldsby et al, 2003). 
 
Figura 11. Morfologia do monócito e do macrófago. Esquema da estrutura do monócitos (a) e dos macrófagos (b). 






Os monócitos apresentam, de facto, uma menor capacidade fagocítica, comparati-
vamente aos neutrófilos e aos macrófagos (García-García e Rolases, 2002). No entanto, a 
sua capacidade de matar microorganismos é mais diversificada do que a dos neutrófilos 
(Dale et al, 2008). Os monócitos (assim como os macrófagos) expressam todos os recepto-
res de Fc (FcR), que se ligam a esta região nas imunoglobulinas (Ig), e apresentam um 
papel muito importante na fagocitose, através da opsonização (García-García e Rolases, 
2002). Pelo contrário, os neutrófilos só expressam uma isoforma de FcR e apenas em res-
posta a estímulos inflamatórios. Também a expressão de receptores TLR é muito mais ele-
vada em monócitos do que em neutrófilos (Dale et al, 2008).  
Tanto os monócitos como os macrófagos apresentam duas populações distintas de 
grânulos, os grânulos sem peroxidase e os grânulos com peroxidase. Os primeiros contêm 
MPO, elastase e catepsina G (Calafat et al, 1997). As proteínas granulares são, portanto, 
semelhantes às dos neutrófilos. No entanto, os monócitos preservam a capacidade de 
aumentar a produção de novas proteínas granulares, através de síntese proteica, uma 
característica perdida pelos neutrófilos maduros. Esta capacidade de produzir novas pro-
teínas inclui também uma variedade de citocinas associadas com o aumento da resposta 
inflamatória (Dale et al, 2008).  
Existem ainda diferenças ao nível da resposta quimiotáctica e do burst respiratório, 
durante a fagocitose (Dale et al, 2008). Num local de inflamação, os monócitos acumulam-
se mais lentamente, uma vez que a sua migração para o local inflamatório, como já foi 
referido, depende em parte da desgranulação dos neutrófilos, mas persistem durante mais 
tempo, uma vez que têm uma maior capacidade de sobrevivência (Dale et al, 2008; Soehn-








3 Consequências da inflamação  
A inflamação e a resposta inflamatória fazem parte da imunidade inata, constituindo uma 
resposta normal. Apesar disto, quando ocorre de uma forma descontrolada ou inapropria-
da, pode resultar numa lesão excessiva dos tecidos. Esta resposta descontrolada ou ina-
propriada é caracterizada por uma hiper-expressão de moléculas de adesão em leucócitos 
e células endoteliais, aparecimento de formas solúveis de moléculas de adesão, sequestro 
de leucócitos para locais onde estes não são normalmente encontrados e excesso de pro-
dução de mediadores inflamatórios (Calder, 2006). Estes factores podem contribuir para 
um excesso de oxidantes que, apesar de serem muito reactivos, devido às quantidades em 
que são produzidos (normalmente na gama do milimolar) podem conseguir difundir-se 
para fora do local inflamatório, podendo sobrecarregar a capacidade dos sistemas de 
defesa antioxidante de células não afectadas inicialmente (D’Alessandro et al, 2003). A 
condição de stress oxidativo subsequente pode provocar lesões nos lípidos, membranas, 
proteínas e DNA da célula (Madamanchi et al, 2005). As doenças inflamatórias crónicas, 
como a artrite reumatóide, hepatite, colite ulcerativa, pancreatite e doença de Crohn, 
estão relacionadas com uma lesão grave dos tecidos e apresentam um aumento na oxida-
ção e cloração de proteínas, lípidos e DNA, consistente com uma produção exacerbada de 
espécies reactivas de oxigénio (Halliwell, 2006). A MPO libertada pelos fagócitos pode 
levar à formação extracelular de HOCl e de cloraminas que podem, por sua vez, inactivar o 
inibidor de proteases, o α1-antiprotease, normalmente presente no plasma e líquidos 
extracelulares (Babior, 2000; Halliwell, 2006). Considerando que, muitas vezes, o conteúdo 
dos grânulos azurófilos é libertado antes da formação completa do fagossoma, parte des-
te, incluído as proteases neutras, é vertido para os tecidos vizinhos (Babior, 2000). Assim, a 
referida inibição do 1-antiprotease por parte do HOCl e das cloraminas pode levar a uma 
acção proteolítica, potencialmente lesiva. O mesmo pode ocorrer aquando da morte das 
células fagocíticas por necrose (Halliwell, 2006). 
Níveis elevados de TNF-α, IL-1β and IL-6, citocinas produzidas através da activação 
do NF-κB, são particularmente destrutivos e estão implicados na origem de algumas res-
postas patológicas que ocorrem no choque endotóxico e doenças inflamatórias crónicas, 
como a artrite reumatóide. A produção excessiva de TNF- e IL-1 pode causar perda mus-
cular e óssea e pode ser responsável pelas alterações na composição corporal e perda 




Para além das doenças inflamatórias clássicas, várias outras patologias têm asso-
ciada uma componente inflamatória. É o caso das doenças cardiovasculares e do cancro, 
onde as ROS desempenham um papel preponderante no seu desenvolvimento (Calder, 
2006).  
 Por todas estas razões, tem-se constatado um interesse crescente em avaliar a 
capacidade de compostos naturais para diminuir os efeitos secundários de situações de 








Os flavonóides são compostos polifenólicos, presentes em todas as plantas vasculares. Os 
cerca de 4000 compostos identificados derivam do mesmo precursor, a 2-hidroxicalcona 
(Gomes et al, 2008). 
Os flavonóides possuem uma estrutura comum, consistindo em dois anéis aromá-
ticos (A e B) ligados entre si por um anel heterocíclico (anel C). Com base no estado de 
oxidação, nos grupos funcionais ligados ao anel C e da ligação dos anéis B e C, os flavonói-
des podem ser divididos em sete classes: catequinas, antocianidinas, flavonóis, flavonas, 
flavanonas, isoflavonas e neoflavonóides. (Gomes et al, 2008) 
Neste trabalho estudaram-se quatro flavonóides: a quercetina e a fisetina, que 
pertencem à classe dos flavonóis, e a naringenina e a naringina, pertencentes à classe das 
flavanonas. 
 
Figura 12. Estrutura dos flavonóis, incluindo quercetina e fisetina. 
 
 
Figura 13. Estrutura das flavanonas, incluindo naringenina e naringina. 
 
Há muito que são reconhecidas, nos flavonóides, propriedades anti-hepatotóxicas, 
anti-inflamatórias, anti-aterogénicas e anti-cancerígenas, propriedades que têm sido atri-
buídas ao poder antioxidante destes compostos. Como foi referido anteriormente, as ROS 
contribuem para o envelhecimento celular, mutagénese, carcinogénese e doenças cardía-
cas, possivelmente através da destabilização de membranas, lesão do DNA e oxidação das 
lipoproteínas LDL. (Gomes et al, 2008 e Heim et al, 2002).  
De facto, os flavonóides apresentam as características necessárias a um bom cap-




estequiometria da reacção é elevada e o produto resultante tem uma elevada estabilida-
de. Existem, por isso, vários estudos que descrevem os flavonóides como captadores espe-
cíficos de radicais como HO• e o O2
•- e HOCl, estabelecendo relações de estrutura-
actividade de captação destas espécies. (Gomes et al, 2008) 
A distribuição espacial dos substituintes é talvez o maior determinante para a acti-
vidade antioxidante. A observação de que tanto a configuração como o número total de 
grupos hidroxilo influenciam substancialmente vários mecanismos de actividade antioxi-
dante é consistente na maioria dos compostos polifenólicos. (Heim et al, 2002) 
Para a captação de radicais, a característica estrutural mais importante é o grupo 
orto-catecol no anel B, que confere ao flavonóide a sua actividade antioxidante. Outras 
estruturas que também influenciam a captação de radicais são, por exemplo, a dupla liga-
ção C2=C3 e o grupo 3-OH, embora sejam mais preponderantes na ausência do referido 
grupo orto-cartecol. (Gomes et al, 2008). A capacidade de captação de radicais é princi-
palmente atribuída à elevada reactividade dos grupos OH, que participam na reacção evi-
denciada na equação 12. 
 
Equação 12   F–OH + R•  F–O• + RH 
 
Os grupos OH do anel B doam hidrogénio e electrão aos radicais, formando-se uma 
radical de flavonóide, relativamente estável.  
 
Figura 14. Esquema das características dos flavonóides que conferem poder de captação de radicais. As caracterís-
ticas estruturais importantes na captação de radicais encontram-se evidenciadas a negrito. Gomes et al, 2008. 
 
Para a captação de ácido hipocloroso, o grupo orto-catecol não aparenta ter muita 
importância, ao contrário dos grupos 3-, 5- e 7-OH. De facto, em estudos realizados por 
Boesma et al (1999) foi observado que compostos hidroxilados nas posições 5 e 7, do anel 
A, eram clorados em C6 e C8, através de uma reacção de substituição electrofílica aromá-
tica em que os grupos 5 e 7 – OH (activadores e directores orto e para) promovem a clora-





ciador na captação de HOCl (Gomes et al, 2008), assim como a ligação dupla C2=C3, uma 
vez que conferem coplanaridade aos anéis B e C, permitindo a redistribuição dos electrões 
provenientes de grupos ricos em electrões (Cl) ligados ao anel A (Justino et al, 2009).  
 
Figura 15. Esquema das características dos flavonóides que conferem poder de captação de HOCl. As característi-
cas estruturais importantes na captação de HOCl encontram-se evidenciadas a negrito. 
 
No entanto, a actividade anti-inflamatória destes compostos é também resultante 
da sua capacidade de interacção com vários enzimas chave, cascatas de activação, envol-
vendo citocinas e factores de transcrição reguladores, e sistemas antioxidantes. Há vários 
estudos que indicam um papel inibidor dos flavonóides na via do NF-κB, ainda que não se 
saiba o local exacto onde actuam, nem estão determinadas relações estrutura actividade. 

















A resposta inflamatória é um mecanismo da imunidade inata, importante para a elimina-
ção de microorganismos invasores. No entanto, quando se torna persistente ou ocorre de 
forma exacerbada pode ter consequências graves para o organismo, levando à lesão de 
tecidos e ao desenvolvimento de doenças inflamatórias, como a artrite reumatóide, ou 
cancro. O facto de os medicamentos anti-inflamatórios apresentarem numerosos e graves 
efeitos secundários, levou a um crescente interesse na pesquisa de terapêuticas alternati-
vas com especial incidência nos compostos de origem natural como os flavonóides, aos 
quais são atribuídas, desde há muito tempo, propriedades anti-inflamatórias. 
O objectivo deste trabalho foi estudar, in vitro, as potenciais propriedades anti-
inflamatórias de flavonóides, tais como quercetina, fisetina, naringenina e naringina.  
Assim, numa primeira fase, foi avaliada a eficiência relativa dos flavonóides em 
estudo para reagirem com o HOCl produzido por síntese química e por neutrófilos huma-
nos, activados ex vivo. A actividade antioxidante, em relação à captação de HOCl, foi ava-
liada através de ensaios de competição: inibição da oxidação do vermelho de pirogalol 
(PGR), inibição da cloração da taurina (métodos espectrofotométricos), e inibição da oxi-
dação duma sonda fluorescente, a 3-aminofenilfluoresceína (APF), por espectrofluorime-
tria e citometria de fluxo. 
Na segunda fase do trabalho foram avaliados os efeitos, a nível celular, na modula-
ção de genes pró-inflamatórios, nomeadamente através do factor de transcrição NF-κB. 
Para tal, foram analisados extractos celulares de células monocíticas incubadas com flavo-
















III Materiais e Métodos 
  





O acetato miristato de forbol (PMA), a acrilamida, a albumina de soro bovino (BSA), o anti-
corpo anti--actina (A5060), o azul de bromofenol, o azul de Coomassie, o azul de tripano, 
a benzamidina, a catalase, o dextrano, o ditiotreitol (DTT), o fenilmetanosulfonilfluorido 
(PMSF), o HEPES, o hipoclorito de sódio, a leupeptina, o lipopolissacárido (LPS), o -
mercaptoetanol, a N,N’-metileno-bisacrilamida, a naringenina, a naringina, o nonidet  P40, 
a pepstatina, o percoll, o piruvato de sódio, o Ponceau S, a quercetina, o reagente de Brad-
ford, os reagentes revelador e fixador, a resina Amberlite Dowex MR-3, a solução salina 
tamponada em fosfato de Dulbecco (D-PBS), o sulfato de magnésio, a taurina, o N,N,N',N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e o vermelho de pirogalol (PGR) foram adquiridos à 
Sigma Chemical Co. (Madrid, Espanha). O acetato de sódio, o ácido acético, o ácido sulfúri-
co, o cloreto de amónia, o cloreto de cálcio, o cloreto de sódio, o dihidrogenofosfato de 
potássio, o dihidrogenofosfato de sódio, a dimetilformamida (DMF), o ácido etilenodiami-
no tetra-acético (EDTA), o glicerol, a glicina, a D-glucose, o hidrogenofosfato de potássio, o 
hidróxido de potássio, o hidróxido de sódio, o metanol, a sacarose, o Tris e o tween 20 
foram adquiridos à Merck (Darmstadt, Alemanha). A fisetina e a 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB) foram adquiridas à Aldrich (Steinheim, Alemanha). A acrilamida 
e o cloreto de potássio foram adquiridos à Fluka (Buchs, Suíça). O alamarBlue® e a sonda 
3'-p-aminofenil fluoresceína (APF) foram aquiridos à Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos 
da América).  O etanol e o iodeto de potássio foram obtidos à Riedel de Haen. A glutamina, 
a penincilina/estreptomicina, RPMI 1640 e o soro fetal de bovino (FBS) foram adquiridos à 
Lonza (Verviers, Bélgica). Os anticorpos anti-p65 (sc-372), anti-iκB (sc-371) e anti-rabbit 
(sc-2004) foram adquiridos à Santa Cruz Biotechnology (Bergheimer, Alemanha), o ficoll-
paque foi adquirido à GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido), o persulfureto de 
amónia (PSA) foi adquirido à Promega (Madrid, Espanha), o hidrogenofosfato de sódio foi 
adquirido à Panreac (Barcelona, Espanha) e o dodecil sulfato de sódio (SDS) foi adquirido à 
GIBCO-BRL (Carlsbad, Estados Unidos da América). O marcador de pesos moleculares de 








2 Material Biológico 
Utilizaram-se diferentes tipos de células neste projecto: neutrófilos e células mononuclea-
res (especificamente monócitos), extraídos a partir de sangue humano, bem como uma 
linha celular, THP-1, obtida a partir de sangue periférico humano com leucemia monocítica 
aguda (ECACC – European Collection of Cell Cultures, UK), adquirida através da Sigma Che-
mical Co. (Madrid, Espanha). 
O manuseamento das células monocíticas (THP-1 e monócitos) era realizado numa 
câmara de fluxo laminar Class II Biohazard Safety Cabinet, da ESCO, usando tubos e caixas 
de cultura da BD Falcon.  
A linha celular THP-1 foi mantida num meio de cultura apropriado, consistindo em 
RPMI-1640 suplementado com os antibióticos penicilina e estreptomicina (100 U/mL), 
glutamina (2 mM) e 10% (v/v) de soro FBS inactivado. As células THP-1 eram mantidas 
numa estufa a 37 ºC e 5% CO2 SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon Mfg. Inc., onde eram 
também realizados os períodos de incubação inerentes aos ensaios efectuados com ambos 
os tipos de células monocíticas. 
A contagem e a avaliação da viabilidade das células (neutrófilos, THP-1 e monóci-
tos) foram realizadas num hemacitómetro (câmara de Neubauer) da Albert Sass (profun-
didade - 0,1mm; 1/400 mm2), utilizando um microscópio AE21, da Motic. 
 
  




3 Estudo da captação de HOCl por flavonóides 
Como foi referido, o HOCl é considerado a espécie reactiva de oxigénio mais microbicida e, 
ao mesmo tempo, com maior capacidade de lesar o organismo do hospedeiro. Desta for-
ma, considerou-se pertinente a avaliação do poder de captação desta espécie por flavo-
nóides. 
 Nos métodos usados, era calculado o valor de IC50, ou seja, a concentração de fla-
vonóide necessária para inibir em 50% a oxidação dos substratos usados nos ensaios, pelo 
HOCl. Este cálculo foi efectuado com recurso ao programa OriginPro, no qual se ajustava 
uma equação (linear, exponencial ou sigmóide) aos pontos obtidos no tratamento dos 
valores de absorvência ou fluorescência lidos nos ensaios. A partir da equação fornecida 
pelo programa, era calculado o IC50 e o seu erro associado. O erro foi calculado com base 
no teorema de propagação de erros (Atkinson, 1988).  
 
3.1 Captação de HOCl produzido quimicamente  
Na primeira fase do trabalho, foi usado HOCl produzido quimicamente.  
A solução stock foi preparada a partir de NaOCl e o pH foi ajustado para 6,2 com 
H2SO4 0,5 M, usando um medidor de pH 3310, da Jenway.  
Uma vez que o OCl- é muito instável e reactivo, a sua concentração em solução era 
determinada diariamente, através de leituras espectrofotométricas, a 235 nm, em água 
destilada (ε235nm = 100 M
-1 cm-1) (espectrofotómetro UV/Vis UV2, da Unicam).  
Para estudar a capacidade de captação dos flavonóides de HOCl produzido quimi-
camente, foram realizados dois métodos: a oxidação do vermelho de Pirogalol (PGR) e a 
cloração da taurina. Estes métodos são ambos competitivos, ou seja, há uma competição 
entre o flavonóide e um substrato para o HOCl, avaliando-se a protecção conferida pelo 
flavonóide à oxidação ou cloração desse substrato, por exposição ao HOCl (López-Alarcón 
e Lissi, 2005). 
Neste ponto, foram estudados os flavonóides quercetina, fisetina, naringenina, e 
naringina.  
 
3.1.1 Oxidação do PGR 
Foi seguido o protocolo descrito por Balavoine e Geletii, 1999, com algumas alterações. O 
método baseia-se na oxidação irreversível do PGR pelo HOCl. O PGR é um composto fenó-
lico que apresenta uma coloração rosa, tendo, assim, um máximo de absorção aos 542 nm.  





Figura 16. Estrutura do vermelho de pirogalol 
 
Ao ser oxidado, o PGR perde a coloração, o que permite seguir a sua oxidação, espectrofo-
tometricamente, pela diminuição de absorvência no referido comprimento de onda.  
Este método tem a vantagem de, para além de ser económico, ser rápido e simples 
e a reacção ser seguida a 542 nm, não interferindo com a absorção dos flavonóides, que se 
situa entre 300 e 400 nm.  
Preparou-se uma solução stock de PGR 1 mg/mL em tampão de fosfatos 50 mM 
(pH 7.4) e manteve-se a 4oC e ao abrigo da luz. Registou-se, nos dias da experiência, a con-
centração exacta de PGR, a 542 nm, em tampão de fosfatos 50 mM (pH 7.4) (ε542 nm= 2.4 
×104 M-1. cm-1). 
Foram feitas, previamente, duas curvas de calibração, com concentrações crescen-
tes de PGR (0 – 40 µM) e para os dois volumes finais na microplaca (Orange Scientific), 
resultantes no procedimento adoptado (200 µL e 220 µL). Através do declive da recta 
obtida no gráfico da Abs542 nm em função da concentração de PGR reduzido, foi possível 
determinar o ε.l (produto da absortividade molar do PGR na forma reduzida pelo percurso 
óptico da mistura reaccional no poço da microplaca) para ambos os volumes finais. Reali-
zou-se, também, um controlo, onde se observou que, durante a realização do ensaio, não 
ocorria oxidação espontânea do PGR. 
Os ensaios foram realizados em tampão fosfatos 50 mM (pH 7,4), com PGR 30 M, 
concentrações crescentes de flavonóide (0 – 37,5 M) e HOCl 100 M. As concentrações 
dos flavonóides fisetina, naringenina e naringina foram aumentadas para 90 M, 50 M e 
150 M, respectivamente, de modo a ser possível uma análise completa dos seus compor-
tamentos. 
Eram realizadas duas leituras espectrofotométricas, a 542 nm, uma anterior e 
outra posterior à adição de HOCl e à incubação de 1 hora (leitor Sunrise Tecan, com soft-
ware Rdole Shell).  




A partir de cada valor de absorvência, foi calculado o valor de concentração de PGR 
reduzido correspondente, que depois foi convertido em percentagem de oxidação do PGR, 
de acordo com a equação 13. 
 
Equação 13 100 x 
]PGR[]PGR[
]PGR[[PGR]





   
 
Para cada concentração de flavonóide, foi feita a razão entre as variações da concentração 
de PGR reduzido na presença e ausência do flavonóide, sendo estas variações as diferen-
ças entre a concentração de PGR na ausência e presença de HOCl. Assim, temos [PGR]F, 
[PGR]F+HOCl, como a concentração de PGR reduzido na presença de flavonóide, na ausência 
e presença de HOCl, respectivamente, e [PGR] e [PGR]HOCl, como a concentração de PGR 
reduzido na ausência de flavonóide, na ausência e presença de HOCl, respectivamente. 
Os valores de percentagem de oxidação do PGR foram representados graficamen-
te, em relação à concentração de flavonóide, e foi feito o ajuste de uma equação aos pon-
tos obtidos. A equação referente ao ajuste efectuado foi usada para calcular o valor de 
IC50, ou seja, a concentração de flavonóide necessária para que se observasse uma redu-
ção de 50% na oxidação do PGR. 
 
3.1.2 Cloração da Taurina 
Foi seguido o protocolo descrito por Dypbukt (2005). O método consiste na cloração da 
taurina pelo ácido hipocloroso, o que origina clorotaurina, uma cloramina estável. Na pre-
sença do ião iodeto, a clorotaurina oxida a 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), que adqui-
re uma coloração azul, permitindo seguir a sua formação espectrofometricamente, pelo 
aumento de absorvência a 655 nm.  
 
Figura 17. Estrutura da taurina 
 
Uma vez que a formação de clorotaurina ocorre in vivo, este ensaio pode ser con-
siderado mais fisiológico que a oxidação do PGR. 
 Este ensaio foi realizado em PBS [tampão fosfatos 10 mM (pH 7,4), contendo NaCl 
140 mM e KCl 10mM] com taurina 5 mM, à qual era adicionado o HOCl. Após 5 minutos de 




incubação, era adicionado o reagente revelador [TMB 2 mM, DMF 30 % (v/v) e KI 100 M 
em tampão acetato 400 mM (pH 4,5)] e após uma incubação de 5 minutos, era feita a lei-
tura a 655 mn (leitor Sunrise Tecan, com software Rdole Shell). 
Inicialmente, foi feita uma curva de calibração, em que foram usadas concentra-
ções crescentes de HOCl (0 – 80 M) e foi traçado um gráfico da Abs655 nm em função da 
concentração de clorotaurina (ou TMB oxidada). Cada concentração de ácido pode ser 
igualada a uma concentração de clorotaurina e TMB oxidada, uma vez que a taurina estava 
em excesso; desta forma todo o HOCl origina clorotaurina, que, na sua totalidade, oxida 
TMB. Através do declive da recta obtida, foi possível determinar o ε.l (produto da absorti-
vidade molar da TMB na forma oxidada pelo percurso óptico da mistura reaccional no 
poço da microplaca).  
Nos ensaios de captação do HOCl, eram adicionados, à taurina, o flavonóide (0 – 37 
M) e o HOCl 50 M. Posteriormente, a concentração de naringina teve de ser aumentada 
até 100 M de modo a ser possível uma análise correcta do seu comportamento. 
 A partir dos valores de absorvência a 655 nm, foi calculado o valor correspondente 
de concentração de clorotaurina e depois foi determinada a percentagem de inibição da 
cloração, para cada concentração de flavonóide. A percentagem foi calculada consideran-
do-se o máximo (100%) a concentração de clorotaurina formada na ausência de flavonói-
de. Relacionando a percentagem de cloração da taurina com a concentração de flavonóide 
correspondente, e encontrando a equação que mais se ajustasse aos valores obtidos, foi 
possível determinar o IC50 – concentração de flavonóide necessária para a diminuição da 
cloração da taurina em 50%.  
 
 
3.2 Captação de HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo 
De seguida, foi estudado o poder de captação de ácido hipocloroso produzido por neutró-
filos isolados do sangue, activados ex-vivo por PMA. Como referido na secção 1.1.1 da 
Introdução, a NADPH oxidase, que leva à formação dos ROS, é activada pela PKC, que, por 
sua vez, pode ser activada por ésteres de forbol, como o PMA. 
 É de referir que o procedimento utilizado na obtenção dos neutrófilos não permite 
isolar estas células dos restantes leucócitos. No entanto, dos leucócitos totais, apenas os 
neutrófilos, monócitos e eosinófilos são células fagocíticas e, logo, apenas estas têm a 
capacidade de produzir HOCl. Como em indivíduos saudáveis os monócitos e eosinófilos 




representam um máximo de 9% dos leucócitos totais, considerou-se o método que em 
seguida se descreve apropriado para a obtenção dos neutrófilos. 
 
3.2.1 Isolamento dos leucócitos 
O isolamento dos leucócitos foi realizado seguindo o protocolo descrito por Coelho (2004). 
O sangue era recolhido de dadores saudáveis para tubos estéreis com anticoagulante 
(K3EDTA) (Vacutest). Era adicionada ao sangue uma solução de dextrano a 6% (m/v) com 
NaCl 154 mM e tampão fosfatos 10 mM (pH 7,4), na proporção de 5:1 (v:v). Os eritrócitos 
sedimentam no dextrano, permitindo obter um sobrenadante com os restantes constituin-
tes do sangue. Após uma incubação de 90 minutos, este sobrenadante era recolhido e 
misturado com NH4Cl 0,87% (m/v), na proporção de 1:2 (v:v), de modo a lisar os eritrócitos 
ainda presentes em solução. Após uma incubação de 5 minutos, era feita uma centrifuga-
ção a 250 g (centrífuga Rotofix 32, da Hettich), durante 5 minutos. Em seguida, eram feitas 
três centrifugações iguais à anterior, em tampão KRS [Solução Krebs-Ringer [NaCl 122 mM, 
KCl 4,89 mM, MgSO4 1,22 mM e D-glucose monohidratada 1 mg/mL em tampão fosfatos 
16 mM, (pH 7,4)] suplementada com EDTA 0,03% (m/v)] para a lavagem dos leucócitos e 
para os separar das plaquetas. No final deste passo, as células eram ressuspendidas em 
tampão KRC (Solução Krebs-Ringer suplementada com CaCl2 0,6 mM). Em seguida, proce-
dia-se à contagem das células e avaliação da sua viabilidade, com azul de tripano 0,05% 
(v/v) em D-PBS. Consideravam-se não viáveis as células coradas de azul e que, ao mesmo 
tempo, tivessem aparência unidimensional. Os leucócitos isolados eram mantidos em gelo 
durante toda a manipulação, a qual não excedia 3 horas e 30 minutos após o isolamento.  
 
3.2.2 Cloração da taurina 
Foi seguido o protocolo descrito por Dypbukt (2005). As células (2 x 106 células/mL) eram 
incubadas durante 30 minutos, em tampão KRC e a 37oC, na presença de taurina 5 mM, 
flavonóide (0 – 20 M) e PMA 100 ng/mL (em microplacas Orange Scientific). A concentra-
ção de naringina teve de ser, novamente, aumentada para 40 M para se fazer uma análi-
se correcta do seu comportamento. Era adicionada catalase 20 g/ml à mistura, para parar 
a reacção de formação de HOCl (ver equação 6), e esta era colocada em gelo durante 10 
minutos. Em seguida, era feita uma centrifugação a 14000 g (centrífuga Minispin, da 
Eppendorf), durante 5 minutos, de modo a precipitar as células. O sobrenadante resultan-
te era retirado e adicionado a reagente revelador [TMB 2 mM, DMF 30 % (v/v) e KI 100 M 




em tampão acetato 400 mM (pH 4,5)]. Após uma incubação de 5 minutos, era medida a 
absorvência a 655 nm (leitor Sunrise Tecan, com software Rdole Shell).  
A partir dos valores de absorvência a 655 nm, e usando a curva de calibração feita 
anteriormente (secção 3.1.2 deste capítulo), foi calculado o valor da concentração de clo-
rotaurina, que foi convertido em percentagem de cloração da taurina, para cada concen-
tração de flavonóide. Em seguida foi feito o ajuste de uma equação aos pontos obtidos, a 
partir da qual se calculou o IC50. 
Neste ponto, foram estudados os flavonóides quercetina, fisetina, naringenina e 
naringina.  
 
3.2.3 Oxidação da sonda APF 
A APF é uma sonda fluorescente que, na presença de espécies reactivas de oxigénio com 
poder oxidante suficiente para hidrolisar directamente anéis aromáticos (hROS), como o 
OCl- e o OH•, forma fluoresceína, originando um aumento de rendimento quântico de fluo-
rescência (φfl) de 0,008 para 0,85. Outra característica importante desta sonda é a sua 
grande resistência a autoxidação. 
 
Figura 18. Esquema da reacção da sonda APF com hROS. Na presença de hROS (highly reactive oxigen species), 
como OCl- e o OH•, a APF (φfl = 0,008) sofre uma desarilação, formando fluoresceína (φfl = 0,85), onde φfl representa 
o rendimento quântico de fluorescência.  
 
A reacção da sonda com hROS pode ser seguida, usando um comprimento de onda de 
excitação de 490 nm e de emissão de 530 nm, observando-se um grande aumento de fluo-
rescência. Este aumento de fluorescência é três vezes maior na presença de OCl- do que na 
presença de OH•, e atendendo ao facto de que os neutrófilos produzem HOCl em maior 
quantidade do que OH•, considera-se que a fluorescência referente ao radical pode ser 
desprezada (Halliwell, 1999 e Setsukinai, 2003). Assim, este método extremamente sensí-
vel é adequado ao estudo da produção de HOCl pelos neutrófilos. Outra das vantagens 




deste método é possibilitar o estudo cinético da formação de HOCl, isto é, observar a pro-
dução de HOCl à medida que este é produzido pelos neutrófilos activados. 
 Este método foi usado em duas técnicas, espectrofluorimetria e citometria de flu-
xo. Em ambas, foram estudados os flavonóides quercetina, fisetina e naringenina. 
 
3.2.2.1 Detecção da oxidação da APF por espectrofluorimetria 
Foi seguido o protocolo descrito por Setsukinai (2003), com algumas alterações.  
As células (0,5 x 106 células/mL) eram incubadas com a sonda APF (2,5 M), em 
tampão KRC, durante 15 minutos (em microplacas de fluorescência BD Falcon). Após a 
incubação, eram adicionados o flavonóide (0 – 7 M) e o PMA (100 ng/mL) e era feita a 
leitura da fluorescência, a cada 7 segundos, durante 15 minutos e a 37oC (leitor Spectra 
Max Gemini EM com software SoftMax Pro 4.7.1). 
 Do gráfico obtido, era determinado o declive, na região mais linear, que corres-
pondia à velocidade de formação de fluoresceína. Para cada concentração de flavonóide, 
era feita a razão entre a velocidade de formação de fluoresceína na presença e ausência 
de flavonóide. Esta razão era convertida em percentagem de formação de fluoresceína, 
sendo o máximo obtido na ausência de flavonóide. Em seguida, era traçado um gráfico da 
percentagem de formação de fluoresceína em função da concentração de flavonóide e 
feito o ajuste de uma equação aos pontos, a partir da qual se calculava o valor de IC50 – 
concentração de flavonóide para o qual de obtém 50% de inibição da oxidação da APF.    
  
3.2.2.2 Detecção da oxidação da APF por citometria de fluxo 
A citometria de fluxo é uma técnica que permite a medição e análise de múltiplas caracte-
rísticas físicas de cada célula, individualmente, à medida que estas se deslocam através de 
um feixe de luz. Entre as características passíveis de serem analisadas, estão o tamanho, a 
granulosidade ou complexidade interna e a intensidade de fluorescência. O tamanho é 
inversamente proporcional à dispersão frontal de luz (FS) e a granulosidade é directamen-
te proporcional à dispersão lateral de luz (SS), como mostra a figura 19 (O’Connor et al, 
2001). 





Figura 19. Propriedades de dispersão de luz de uma célula. Medição do tamanho e granulosidade de uma célula 
por citometria. 1 – Feixe de luz; 2 – Detector de dispersão frontal de luz (FS); 3 - Detector de dispersão lateral de luz 
(SS). 
 
Depois de medidos estes parâmetros, é traçado um gráfico que os relaciona. Como dife-
rentes células têm tamanhos e granulosidades diferentes, cada população de células surge 
em regiões específicas, como se exemplifica na figura 20, em que leucócitos são separados 
num gráfico de FS em função de SS.  
 
 
Figura 20. Subpopulações de leucócitos num gráfico FS vs SS. A separação dos leucócitos com base no tamanho e 
granulosidade permite a identificação das populações: A – linfócitos, B – monócitos, C – granulócitos (neutrófilos, 
eosinófilos e basófilos). 
 
Seleccionando-se zonas específicas do gráfico, podem-se obter as medidas subsequentes 
(como por exemplo, a intensidade de fluorescência) apenas para a subpopulação de célu-
las que se pretende estudar (O’Connor et al, 2001). 
 
Na realização dos ensaios, as células (0,5 x 106 células/ml) eram incubadas com a sonda 
APF (2,5 M), em tampão KRC, durante 15 minutos. Era adicionado o flavonóide (0 – 5 
M) e a incubação prosseguia mais 5 minutos. Durante esta incubação, era feita uma leitu-
ra inicial, de modo a analisar a fluorescência basal. Findos os 5 minutos, era adicionado o 




PMA (100 ng/mL) e iniciadas imediatamente as leituras, de 5 em 5 minutos, durante cerca 
de 20 minutos e mantendo-se as células sempre a 37oC. Todas as leituras foram realizadas 
com a duração de 4000 eventos (ou seja, análise de 4000 células) e para a região do gráfi-
co FS versus SS (figura 19) referente aos granulócitos (citómetro Coulter Epics XL, da 
Beckman, com software System II). 
 Os resultados eram obtidos em termos de valores de fluorescência de cada célula 
analisada, ao longo do tempo. Calculando uma média de fluorescência, para cada leitura 
de 4000 eventos, convertendo os valores para percentagem de formação de fluoresceína e 
fazendo o ajuste de uma equação aos pontos, foi possível determinar, para cada composto 
estudado, a concentração de flavonóide necessária para reduzir em 50% a formação de 
fluoresceína – IC50.  
  
  




4 Inibição da activação do factor de transcrição NF-κB 
Estudou-se, em seguida, o efeito dos flavonóides em intermediários inflamatórios. Foi 
escolhido o factor de transcrição NF-κB, dada a sua importância em doenças inflamatórias 
e no cancro. Os estudos foram baseados no trabalho descrito por Takashiba et al, 1999. 
Neste ponto, foram estudados os flavonóides quercetina, fisetina e naringenina. 
  
4.1 Linha Celular THP-1 
Nesta parte do trabalho, foi utilizada uma linha celular de leucemia monocítica aguda de 
humanos – THP-1. Para induzir o estado de inflamação nestas células, era adicionado LPS, 
um componente da parede celular de bactérias gram negativas (ver Introdução, secção 
1.1.2).  
 Numa primeira fase, foi analisada a citotoxicidade dos flavonóides, de modo a 
determinar a concentração dos mesmos que se podia utilizar nos ensaios, sem que fosse 
afectada a viabilidade celular. Neste ponto, foi utilizado o ensaio com alamarBlue®. 
 De seguida, foi testado o tempo de incubação das células com LPS, de modo a 
determinar qual destes permitia obter uma resposta máxima por parte das células, em 
termos de activação de NF-κB. Para a avaliação dos níveis proteicos de p65 e IκB, foi usada 
a técnica de Western Blot. 
 Finalmente, foram realizados os ensaios em que se pretendia avaliar o efeito dos 
flavonóides na activação do NF-κB. Também neste ponto se recorreu a Western Blot para 
quantificar o efeito dos compostos nos níveis de p65 e IκB. 
  
4.1.1 Citotoxicidade dos flavonóides 
Inicialmente, foram feitos ensaios de toxicidade celular com concentrações crescentes de 
flavonóide, a fim de determinar qual a concentração a usar nos ensaios. Foram estudadas 
concentrações crescentes dos flavonóides: 0, 5, 10 e 20 µM. Para a quercetina estudou-se 
ainda a concentração de 15 µM. Era também adicionado LPS 100 ng/mL, a fim de replicar 
as condições do ensaio. As células eram incubadas durante 16 horas com as concentrações 
de flavonóide a estudar, na estufa, a 37oC e 5% CO2. Foi também realizado um branco, 
para cada concentração de flavonóide, ao qual não eram adicionadas células. Após a incu-
bação, iniciava-se o ensaio com alamarBlue®, um método rápido, simples, sensível, preci-
so e não tóxico para as células. 




 O alamarBlue® é um corante usado para a avaliação da proliferação celular e cito-
toxicidade de compostos. Na sua forma oxidada, o alamarBlue® consiste em resazurina, 
que apresenta uma cor azul e não fluorescente. Ao ser reduzido, é convertido a resorufina, 
um composto cor-de-rosa e fluorescente. (O’Brien et al, 2000) 
 
 
Figura 21. Esquema da conversão resazurina a resorufina. A resazurina, não fluorescente, é convertida em resoru-
fina, muito fluorescente, ao ser reduzida. 
 
A redução do alamarBlue® ocorre no interior das células, talvez devido à acção de reduta-
ses como a NADH desidrogenase, e de uma forma proporcional ao número de células, 
sendo a forma reduzida excretada para o exterior da célula, onde se acumula durante 
várias horas. (O’Brien et al, 2000) 
Após o período de incubação com o composto do qual se pretendia avaliar a cito-
toxicidade, era adicionado alamarBlue® 1/10 (v/v). Em seguida eram feitas leituras de 
fluorescência, usando comprimento de onda de excitação de 550 nm e de emissão de 600 
nm, aos tempos t = 0, t = 1, t = 2 e t = 3 horas, contadas depois da adição do alamarBlue®. 
Entre as leituras, as células eram mantidas na estufa, a 37oC e 5% CO2. 
 Os ensaios foram realizados em microplacas de fluorescência BD Falcon, tendo-se 
usado um leitor Spectra Max Gemini EM com software SoftMax Pro 4.7.1 para a realização 
das leituras. 
Depois de realizadas as leituras, era traçado um gráfico da fluorescência ao longo 
do tempo, para cada concentração de flavonóide. Como a fluorescência é gerada de uma 
forma proporcional ao número de células, a comparação entre os gráficos na ausência e 
presença de flavonóide permite determinar se este é tóxico e, se for, a partir de que con-
centração. 
 
4.1.2 Escolha do tempo de incubação com LPS 
Em seguida foram estudados vários tempos de incubação das células com LPS, a fim de 
determinar qual o tempo a que correspondia um máximo de activação da via do NF-κB. 
Como está descrito na secção 1.5 da Introdução, quando o NF-κB é activado pela via clássi-




ca, ocorre a degradação das proteínas IκB, que assim libertam o p65, dando-se a translo-
cação deste do citoplasma para o núcleo. Assim, uma resposta maximizada traduz-se num 
máximo de p65 no núcleo e num mínimo de p65 e de IκBα no citoplasma. 
 
4.1.2.1 Realização do ensaio 
Os ensaios foram realizados com 1 x 106 células/mL, vf = 5 mL, com [LPS] = 10 g/mL. 
Foram estudados quatro tempos de incubação, 30 minutos e 1, 2 e 5 horas, que decorriam 
na estufa de CO2. Para cada tempo de incubação, foi feito um controlo, em que não era 
adicionado LPS.  
 
4.1.2.2 Preparação dos extractos celulares 
Após o período de incubação, era iniciado o procedimento de extracção das proteínas 
celulares, tendo-se adaptado o protocolo descrito por Abmayer e Workman (1990). Todo o 
procedimento era efectuado mantendo-se as amostras em gelo. O volume total dos 
ensaios era recolhido e centrifugado a 137 g (centrífuga Rotofix 32, da Hettich), durante 4 
minutos, de modo a precipitar as células. O meio era desprezado e as células eram lavadas 
duas vezes em PBS [Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM, KCl 3 mM, (pH 7,4)], 
repetindo-se a centrifugação anterior. De seguida, eram adicionados 300 µL de solução de 
lise da membrana citoplasmática [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2), EDTA 2 mM, NaCl 10 mM e 
sacarose 250 mM e suplementado no dia do ensaio com nonidet 0,1 % (v/v), DTT 2 mM e 
os inibidores de proteases benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, pepstatina 1 
µg/mL e PMSF 1 mM]. Após se aguardar 10 minutos, eram recolhidas as proteínas cito-
plasmáticas, através de uma centrifugação a 3000 g (centrífuga 5804 R, da Eppendorf), 
durante 4 minutos e a 4oC. Depois de se lavar o pellet obtido em PBS, eram adicionados 30 
µL da solução de lise da membrana nuclear [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2), EDTA 2 mM, NaCl 
400 mM e glicerol 20% (v/v) e suplementado no dia do ensaio com DTT 2 mM e os inibido-
res de proteases benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, pepstatina 1 µg/mL e 
PMSF 1 mM]. Eram aguardados 30 minutos, agitando as amostras no vórtex esporadica-
mente, para garantir a lise completa. As proteínas nucleares eram obtidas após uma cen-
trifugação a 10000 g (centrífuga 5804 R, da Eppendorf), durante 10 minutos e a 4oC. 
Recolhidas as proteínas, procedia-se à sua quantificação pelo método de Bradford 
modificado (Bradford, 1976). As amostras eram quantificadas em reagente de Bradford, na 
razão 5:1000 (v:v), para as amostras citoplasmáticas, e 2,5:1000 (v:v), para as amostras 




nucleares. Era feita uma curva de calibração com BSA (0 – 80 µg/mL), de modo a determi-
nar o ε.l *produto da absortividade molar do complexo Brilliant Blue G, o corante do rea-
gente de Bradford, com proteína pelo percurso óptico da mistura reaccional no poço da 
microplaca (Orange Scientific)]. As leituras eram feitas a 595 nm, num leitor Sunrise Tecan, 
com software Rdole Shell. 
 
4.1.2.3 Preparação das proteínas celulares  
Em seguida, as proteínas das amostras a estudar eram separadas por SDS-PAGE em géis de 
poliacrilamida a 10% (m/v), recorrendo-se a um sistema de mini-géis (suporte da Bio-Rad). 
O procedimento adoptado é o descrito por Laemmli (1970). O gel de resolução era consti-
tuído por acrilamida 10% (m/v), bisacrilamida 0,25% (m/v) e SDS 0,1% (m/v), em Tris-HCl 
0,4 M (pH 8,8); foram usados, como agentes polimerizantes, TEMED 0,05% (v/v) e PSA 
0,05% (m/v), este último preparado no dia. O gel de concentração era constituído por acri-
lamida 5% (m/v), bisacrilamida 0,14% (m/v) e SDS 0,1% (m/v) em Tris-HCl 0,6 M (pH 6,8); 
utilizaram-se como agentes polimerizantes TEMED 0,1% (v/v) e PSA 0,1% (m/v). Eram apli-
cados 20 µg de proteína em cada poço, em solução de amostra [SDS 5% (m/v), glicerol 25% 
(v/v), azul de bromofenol 0,01% (m/v) e β-mercaptoetanol 25% (v/v), em Tris 0,4 M, (pH 
6,8)], na proporção de 4:1 (v:v), e previamente fervidas durante 5 minutos. A solução de 
electroforese usada era composta por Tris 25 mM, glicina 192 mM (pH 8,3). A corrente 
aplicada ao sistema de electroforese foi ajustada para 25 mA/gel (fonte Electrophoresis 
Power Supply 601, da Amersham Pharmacia Biotech). 
As proteínas eram depois transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose 
com 0,45 µm de poro (Protran BA 85, da Whatman), através de um electroblotting em 
condições semi-secas (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, da Bio-Rad). Foi seguido o 
protocolo descrito por Bjerrum e Schafer-Nielse (1986). A solução de transferência era 
composta por Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20% (v/v) e SDS 0,0375% (m/v) (pH 9,2). 
A transferência decorria durante 1 hora, com uma intensidade de corrente ajustada a 5,5 
mA/cm2 de gel (fonte Electrophoresis Power Supply 601, da Amersham Pharmacia Bio-
tech).  
 
4.1.2.4 Análise das proteínas celulares  
Em seguida, iniciava-se o procedimento de immunoblotting. As membranas de nitrocelulo-
se eram bloqueadas numa solução de leite magro desnatado 5% (m/v) em PBS, com agita-




ção, durante 1 hora. De seguida era feita a incubação com o anticorpo primário anti-p65 
(1:1000), anti-IκBα (1:800) e anti-β-actina (1:500), no caso das amostras citoplasmáticas, e 
anti-p65 (1:1000), no caso das amostras nucleares. A incubação era realizada numa câma-
ra húmida, durante 1 hora. O excesso de anticorpo era retirado através de lavagens com 
Tween 0,1% (v/v) em PBS, sob agitação (duas lavagens de 10 minutos, seguidas de duas 
lavagens de 5 minutos). Os vestígios de Tween eram retirados com duas passagens na 
solução de leite 5% (m/v) em PBS. Depois, era feita a incubação com o anticorpo secundá-
rio anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase de rábano (1:4000), também em câmara 
húmida e durante 1 hora. O excesso de anticorpo era retirado com lavagens com PBS 
(duas lavagens de 10 minutos, seguidas de duas lavagens de 5 minutos). Em seguida, as 
membranas eram incubadas com o kit ECL (Amersham), de acordo com as indicações do 
fabricante, e reveladas na câmara escura, em chapas autoradiográficas (GE Healthcare).  
 As chapas obtidas eram analisadas com recurso ao programa Image J (Rasband, 
1997), usado para a quantificação das bandas, tendo o controlo de loading sido feito pelas 
bandas da proteína β-actina [proteína com expressão constitutiva no citoplasma e não 
alterada pelo tratamento com LPS (Sumbayev, 2008)], para as amostras citoplasmáticas, e 
através da coloração das membranas de nitrocelulose com Ponceau S, para as amostras 
nucleares. O controlo de loading foi realizado determinado a relação entre as várias ban-
das controlo (β-actina e membrana de nitrocelulose), de modo a anular as diferenças nos 
vários poços, e multiplicando a relação calculada pela banda de ensaio correspondente. 
 
4.1.3 Efeito dos flavonóides na activação do NF-κB 
Depois de avaliados todos os parâmetros, foi estudado o efeito dos flavonóides na activa-
ção do NF-κB, pela variação dos níveis de p65 e de IκBα no citoplasma e de p65 no núcleo. 
 
4.1.3.1 Realização do ensaio  
Foram adicionados, às células (1 x 106/mL), os flavonóides nas concentrações a estudar 
(quercetina 10 e 15 µM, fisetina 10 µM e naringenina 20 µM), fazendo-se dois controlos, 
sem adição de flavonóide. Após 1 hora, era adicionado o LPS 100 ng/mL, a todos os 
ensaios, com excepção de um dos controlos, completando o volume final de 5 mL. Era 
depois feita uma incubação de 1 hora. 
 




4.1.3.2 Preparação dos extractos celulares 
Foi seguido o procedimento descrito na secção 4.1.2.2 deste capítulo. 
 
4.1.3.3 Preparação das proteínas celulares  
Foi seguido o procedimento descrito na secção 4.1.2.3 deste capítulo. 
 
4.1.3.4 Análise das proteínas celulares  
Foi seguido o procedimento descrito na secção 4.1.2.4 deste capítulo. 
 
 
4.2 Células mononucleares do sangue periférico - PBMC 
De seguida, foram iniciados os estudos em células mononucleares isoladas do sangue, ou 
PBMC. Foi apenas estudada a citotoxicidade dos flavonóides nestas células, devido às limi-
tações inerentes ao procedimento. Os monócitos, como referido na Introdução, represen-
tam apenas 1 a 6% dos leucócitos em circulação, logo o seu isolamento apresenta um ren-
dimento extremamente baixo. De facto, apenas 13 % das PBMC obtidas são monócitos 
(Repnik et al, 2003). Uma outra agravante é a quantidade de proteína necessária para os 
ensaios de análise da activação do NF-κB. Desta forma, considerou-se que a utilização des-
tas células, apesar de representar uma abordagem importante no que respeita à com-
preensão do efeito dos flavonóides in vivo, não era exequível.  
 
4.2.1 Isolamento das PBMC 
Foi seguido o método Ficoll/Percoll, descrito por Repnik et al, 2003, com algumas altera-
ções.  
 Todo o procedimento de isolamento era efectuado sob condições estéreis, na 
câmara de fluxo laminar, utilizando-se material esterilizado. O sangue era recolhido de 
dadores saudáveis para tubos estéreis com anticoagulante (K3EDTA) (Vacutest), sendo, de 
seguida, diluído 1:1 (v:v) em D-PBS. A diluição resultante era adicionada a uma solução de 
Ficoll, na proporção 2:1 (v:v). A solução resultante era centrifugada a 950 g, durante 15 
minutos, obtendo-se a separação dos vários constituintes do sangue e Ficoll em 4 camadas 
distintas (plasma e plaquetas, PBMCs, Ficoll e eritrócitos). A camada correspondente aos 
PBMCs era cuidadosamente retirada e lavada duas vezes em D-PBS + 2 % soro FBS, em 
centrifugações a 350 g, durante 7 minutos. No final das lavagens, as células eram ressus-




pendidas em D-PBS + 2 % soro FBS (v/v) e a suspensão obtida era adicionada a uma solu-
ção iso-osmótica de Percoll [Percoll 41,5% (v/v) e NaCl 0,15 M], na proporção 1:3,5 (v:v), 
de modo a retirar plaquetas restantes. Era feita uma centrifugação a 350 g, durante 25 
minutos e as células eram depois lavadas em D-PBS + 2 % soro FBS, com uma centrifuga-
ção a 350 g, durante 15 minutos. As células obtidas eram ressuspendidas em meio de cul-
tura [RPMI-1640, penincilina/estreptomicina 100 U/mL, piruvato de sódio 1 mM e soro 
FBS 10 % (v/v)] e eram mantidas em gelo. A concentração das células era determinada 
através de contagem num hemacitómetro, com uma solução de azul de tripano a 0,05 % 
(m/v) em D-PBS, como o descrito para os leucócitos (ver secção 3.2.1).  
 
4.2.2 Citotoxicidade dos flavonóides  
A avaliação da citotoxicidade dos flavonóides nas PBMC foi realizada tal como o descrito 
para as células THP-1 (secção 4.1.1). Foram testados os flavonóides quercetina, fisetina e 
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1 Estudo da captação, por flavonóides, de HOCl produzido quimicamente 
O estudo da captação de HOCl gerado quimicamente foi feito através de ensaios de com-
petição com base na oxidação do vermelho de pirogalol (PGR) e na cloração da taurina. 
Estes ensaios químicos permitem avaliar o poder de captação dos flavonóides, exclusiva-
mente em relação ao HOCl e sem a interferência de outros factores, tendo apenas como 
base a estrutura dos compostos. 
 
1.1 Oxidação do PGR 
 A capacidade antioxidante dos flavonóides estudados (quercetina, fisetina, naringenina e 
naringina) foi avaliada e comparada através da determinação dos seus valores de IC50, ou 
seja, a concentração de flavonóide necessária para que haja 50% de inibição da oxidação 
do PGR. 
 Estes ensaios foram realizados como o descrito na secção 3.1.1 dos Materiais e 
Métodos. Como foi referido, foram feitas, previamente, duas curvas de calibração, de 
modo a determinar o ε.l (produto da absortividade molar do PGR na forma reduzida pelo 
percurso óptico da mistura reaccional no poço da microplaca) para ambos os volumes 
finais na microplaca, durante o ensaio. Foram obtidos os valores ε542 nm . l = 11258 M
-1 (vf = 
200 l) e ε542 nm . l = 12941 M
-1 (vf = 220 l).   
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides estudados, 
em relação à captação do HOCl produzido quimicamente, estão expressos em percenta-
gem de oxidação do PGR e apresentam-se na figura 22. Nesta figura apresenta-se, tam-
bém, as curvas resultantes do ajuste de uma equação sigmóide aos valores experimentais, 
































































































Figura 22. Efeito da concentração de quercetina, fisetina, naringenina e naringina na oxidação do PGR mediada 
pelo HOCl produzido quimicamente – representação gráfica dos valores obtidos e das curvas resultantes do ajus-
te de uma equação sigmóide aos valores experimentais. O ajuste foi feito através do software OriginPro. Os 
ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 3.1.1 dos Materiais e Métodos. Os valores apresenta-
dos representam a média de quatro experiências independentes, realizadas em quadruplicado. 
 
Recorrendo aos parâmetros das equações ajustadas, foi possível determinar os respectivos 
valores de IC50, apresentados no quadro 1. 
 
Quadro 1. Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, fisetina, naringenina e naringina no método da 
oxidação do PGR, mediada pelo HOCl produzido quimicamente. Valores calculados a partir da equação ajustada 
aos pontos experimentais. δ – desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o teorema de propaga-
ção dos erros. 
 
 




Flavonóide IC50 ± δ (M) 
Quercetina 21,35 ± 0,31 
Fisetina 44,08 ± 3,32 
Naringenina 40,11 ± 1,02 
Naringina 88,5 ± 17 
IV Apresentação dos Resultados 
52 
 
Os resultados apresentados mostram claramente que a oxidação do PGR diminui com o 
aumento da concentração de flavonóide, evidenciando o seu efeito protector. Pode-se 
observar que a quercetina foi o flavonóide mais eficiente na captação do HOCl (menor 
valor de IC50) e o menos eficiente foi a naringina. Os flavonóides fisetina e naringenina 
apresentam um comportamento intermédio. 
 
1.2 Cloração da Taurina 
A reacção do HOCl com a taurina origina clorotaurina, uma cloramina estável que pode ser 
detectada por reacção com a TMB, originando um cromóforo azul detectável a 655 nm. 
Uma vez que a formação de clorotaurina ocorre in vivo, este ensaio pode ser considerado 
mais fisiológico. Este método foi efectuado como descrito na secção 3.1.2 dos Materiais e 
Métodos.  
Como foi referido no capítulo de Materiais e Métodos, foi feita uma curva de cali-
bração, de modo a determinar o ε.l (produto da absortividade molar da TMB na forma 
oxidada pelo percurso óptico da mistura reaccional no poço da microplaca), tendo sido 
obtido o valor ε655 nm . l = 10600 M
-1.  
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides estudados 
(quercetina, fisetina, naringenina e naringina) em relação à captação do HOCl, produzido 
quimicamente, estão expressos graficamente em percentagem da cloração da taurina e 
apresentam-se na figura 23. Nesta figura apresentam-se, também, as curvas resultantes 
do ajuste de uma equação sigmóide (para a quercetina) e exponencial (para a fisetina, a 
naringenina e a naringina) aos valores experimentais, através do programa OriginPro.  
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Figura 23. Efeito da concentração de quercetina, fisetina, naringenina e naringina na cloração da taurina, media-
da pelo HOCl produzido quimicamente – representação gráfica das curvas resultantes do ajuste de uma equação 
sigmóide ou exponencial aos valores experimentais. O ajuste foi feito através do software OriginPro. Os ensaios 
foram realizados de acordo com o descrito na secção 3.1.2 dos Materiais e Métodos Os valores apresentados repre-
sentam a média de quatro experiências independentes, realizadas em quadruplicado. 
 
        Recorrendo aos parâmetros das equações ajustadas, foi possível determinar os res-
pectivos valores de IC50, apresentados no quadro 2. 
Quadro 2. Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, fisetina, naringenina e naringina no método da 
cloração da taurina, mediada pelo HOCl produzido quimicamente. Valores calculados a partir da equação ajustada 
aos pontos experimentais. δ – desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o teorema de propaga-





         
 
Flavonóide IC50 ± δ (M) 
Quercetina 5,46 ± 0,28 
Fisetina 12,3 ± 1,57 
Naringenina 24,1 ± 1,83 
Naringina 99 ± 10,98 
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Pode observar-se o efeito protector dos flavonóides em relação à cloração da taurina, pois 
esta diminui com o aumento da concentração de flavonóide. Os valores de IC50 obtidos 
para cada um dos flavonóides estudados demonstram que a quercetina foi o flavonóide 
mais eficiente na captação do HOCl (menor valor de IC50), seguida da fisetina e da naringe-
nina e que o menos eficiente foi a naringina. 
 
  




2 Estudo da captação, por flavonóides, de HOCl produzido por neutrófilos acti-
vados quimicamente 
O estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides também foi feito em relação ao HOCl 
produzido por neutrófilos activados ex vivo com PMA. Esta abordagem apresenta a vanta-
gem de se estudarem os efeitos dos flavonóides numa aproximação mais fisiológica.  
 Como já foi referido no capítulo de Materiais e Métodos, as células resultantes do 
procedimento de isolamento efectuado não são apenas neutrófilos, ainda que estes repre-
sentem no mínimo 85% dos fagócitos obtidos. Assim, apesar de ser referido doravante que 
os resultados obtidos são resultantes da produção de HOCl pelos neutrófilos activados, 
deverá haver a contribuição de HOCl produzido por monócitos e por eosinófilos. Os resul-
tados obtidos em citometria são a excepção, uma vez que, nesta técnica, são analisados 
apenas os granulócitos. Assim, apenas os eosinófilos (1 a 3% dos leucócitos totais) poderão 
interferir com os resultados obtidos. 
Este estudo foi feito utilizando mais uma vez dois ensaios de competição, a clora-
ção da taurina e a oxidação da sonda fluorescente APF. A oxidação desta sonda foi detec-
tada por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. 
A cloração da taurina permite avaliar a captação de HOCl no exterior das células, 
uma vez que é apenas analisado o sobrenadante da mistura reaccional, ao contrário do 
método da oxidação da sonda APF, em que é analisado também o interior das células. 
Assim, e como a sonda APF consegue entrar nas células, a utilização de espectrofluorime-
tria, no método da oxidação desta sonda, permite a medição da fluorescência total (ou 
seja, no interior e exterior das células). Por outro lado, e uma vez que a citometria analisa 
célula a célula, os resultados fornecidos por esta técnica são apenas referentes à fluores-
cência no interior das células. Desta forma, os métodos usados complementam-se e a aná-
lise conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade intrínseca dos flavonóides para 
captarem HOCl e, também, analisar os efeitos resultantes da sua interacção com a mem-
brana das células. 
Para a realização destes ensaios eram isolados neutrófilos a partir do sangue de 
indivíduos saudáveis, seguindo o protocolo descrito na secção 3.2.1 dos Materiais e Méto-
dos. 
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2.1 Cloração da Taurina 
Para quantificar a cloração da taurina, utilizou-se a curva de calibração para o HOCl produ-
zido quimicamente, como é descrito na secção 3.2.2 dos Materiais e Métodos.  
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides estudados em 
relação à captação do HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo com PMA estão 
expressos em percentagem da cloração da taurina, na figura 24. Nesta figura, apresentam-
se, também, as curvas resultantes dos ajustes de uma equação exponencial (para a quer-
cetina, naringenina e naringina) e de uma equação linear (para a fisetina) aos valores 
experimentais, através do programa OriginPro.  


























































































Figura 24. Efeito da concentração de quercetina, fisetina, naringenina e naringina na cloração da taurina, media-
da pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA - representação gráfica das curvas resultantes 
do ajuste de uma equação exponencial ou linear aos valores experimentais. O ajuste foi feito através do software 
OriginPro. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 3.2.2 dos Materiais e Métodos Os valo-
res apresentados representam a média de cinco experiências independentes, realizadas em duplicado. 
 




A partir das equações ajustadas aos pontos, calcularam-se os respectivos valores de IC50 
para cada flavonóide (quadro 3).  
 
Quadro 3. Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, fisetina, naringenina e naringina no método da 
cloração da taurina, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA. Valores calculados a 
partir da equação ajustada aos pontos experimentais. δ – desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado 
segundo o teorema de propagação dos erros. 
 





         Os resultados obtidos mostram, claramente, um efeito protector dos flavonóides em 
relação à cloração da taurina, uma vez que há uma diminuição da cloração com o aumento 
da concentração de flavonóide. Analisando os valores de IC50 obtidos para cada um dos 
flavonóides, observa-se que a quercetina e naringenina (menor valor de IC50) foram os 
flavonóides mais eficientes logo seguidos da fisetina e da naringina.  
 
2.2 Oxidação da sonda APF 
O facto da sonda APF fluorescer quando é oxidada e de poder, neste caso, ser considerada 
específica para o HOCl, tornam este método extremamente sensível e adequado ao estudo 
da produção de HOCl pelos neutrófilos. Outra das vantagens deste método é possibilitar o 
estudo cinético da formação de HOCl, isto é, observar a produção de HOCl à medida que 
este é produzido pelos neutrófilos activados. A oxidação APF foi seguida por espectrofluo-
rimetria e por citometria de fluxo.  
 
2.2.1 Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
Como já foi referido, esta técnica permite a detecção da fluorescência total emitida pelas 
células, ou seja, a fluorescência no interior e no exterior das mesmas. 
Este ponto do trabalho foi realizado como descrito na secção 3.2.2.1 dos Materiais 
e Métodos. Os valores de fluorescência ao longo do tempo, obtidos para os flavonóides 
estudados (quercetina, fisetina e naringenina), encontram-se na figura 25.  
Flavonóide IC50 ± δ (M) 
Quercetina 3,78 ± 1,09 
Fisetina 7,13 ± 0,52 
Naringenina 3,81 ± 0,46 
Naringina 9,51 ± 1,48 
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Pode observar-se que, para todos os flavonóides estudados, à medida que a concentração 
deste aumentava, o valor da fluorescência emitido pela sonda ao longo do tempo era cada 
vez menor. 
A capacidade antioxidante de cada concentração de flavonóide foi avaliada através 
da determinação dos declives na zona linear das curvas apresentadas nos gráficos da figu-
ra anterior. Deste modo, calcularam-se os valores de percentagem de oxidação da sonda 
APF em função da concentração de flavonóide, que se apresentam na figura 26. Nesta 
figura apresentam-se, também, as curvas resultantes do ajuste de uma equação exponen-
cial aos valores experimentais, através do programa OriginPro.  
Figura 25. Oxidação da sonda APF ao longo do 
tempo, detectada por espectrofluorimetria, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos 
activados ex vivo por PMA, na presença de quer-
cetina (A), fisetina (B) e naringenina (C). Efeito 
das várias concentrações de flavonóide estudadas 
(0 - —; 0,4 µM - —; 0,5 µM - —; 1 µM - —; 2 µM - 
—; 5 µM - —; 7 µM - —) na fluorescência emitida 
pelas células. Os ensaios foram realizados de 
acordo com o descrito na secção 3.2.2.1 dos 
Materiais e Métodos. Os gráficos apresentados 
representam uma experiência representativa de 








    









































     






















No quadro 4, estão apresentados os valores de IC50 para cada flavonóide, calculados a par-
tir das equações das curvas ajustadas aos pontos. 
 
Quadro 4. Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, fisetina e naringenina no método da cloração 
da oxidação da sonda APF, detectada por espectrofluorimetria, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos 
activados ex vivo por PMA. Valores calculados a partir da equação ajustada aos pontos experimentais. δ – desvio 
padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o teorema de propagação dos erros. 
 
 
         
 
        
 
Pode observar-se o efeito protector dos flavonóides, pela diminuição da oxidação 
da sonda com o aumento de concentração de flavonóide, expresso nos gráficos de fluores-
cência ao longo do tempo. Os valores de IC50 obtidos para cada um dos flavonóides 
Flavonóide IC50 ± δ (M) 
Quercetina 0,21 ± 0,03 
Fisetina 3,65 ± 1,57 
Naringenina 1,99 ± 0,19 
Figura 26. Efeito da concentração de querceti-
na, fisetina e naringenina na oxidação da sonda 
APF, detectada por espectrofluorimetria, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos 
activados ex vivo por PMA – representação 
gráfica da curva resultante do ajuste de uma 
equação exponencial aos valores experimen-
tais. O ajuste foi feito através do software Ori-
ginPro. Os ensaios foram realizados de acordo 
com o descrito na secção 3.2.2.1 dos Materiais e 
Métodos. Os valores apresentados representam 
a média de quatro experiências independentes, 
realizadas em duplicado. 
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demonstram que a quercetina é muito eficiente na captação de HOCl, seguida da naringe-
nina e da fisetina. 
 
2.2.2 Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
Como já foi referido, a citometria de fluxo permite a separação das células com base nas 
suas características como tamanho e granulosidade. Assim, nestes ensaios, descritos na 
secção 3.2.2.2 dos Materiais e Métodos, foram analisados apenas os granulócitos.  
Apresentam-se, primeiramente, os gráficos que mostram a distribuição dos valores 
de fluorescência emitidos pelas células analisadas, obtidos na ausência e presença da con-
centração máxima dos flavonóides estudada, ao longo do tempo da experiência, nas figu-
ras 27 (quercetina), 28 (fisetina) e 29 (naringenina).  
  
 
Figura 27. Distribuição da fluorescência resultante da oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, nas células analisadas nas leituras efec-
tuadas com quercetina 0 (A) e 5 µM (B). A leitura inicial é efectuada na ausência de PMA, a fim de detectar a fluo-
rescência basal. A leitura no tempo 0 (t=0) é a primeira leitura efectuada depois da adição de PMA, tendo-se reali-
zado as leituras seguintes, de 5 em 5 minutos, com duração de 4000 eventos, como descrito na secção 3.2.2.2 dos 
Materiais e Métodos. Os gráficos apresentados foram realizados com os resultados de uma experiencia representa-
tiva de um conjunto de quatro experiencias independentes. 
 
É possível observar que, em ambos os casos, após a adição de PMA se denota um ligeiro 
aumento de fluorescência, consistente com uma iniciação na activação dos neutrófilos, 
B 
A 




que leva à produção de HOCl, que, por sua vez, oxidada a sonda APF. É possível acompa-
nhar a activação progressiva da população de células. A partir do tempo 5 (t=5 min) obser-
va-se a presença de dois picos distintos, referentes ao conjunto de células activadas e não 
activadas. Com o passar do tempo, a quantidade de células não activadas (sem fluorescên-
cia) diminui, aumentando a quantidade de células activadas. A comparação dos dois gráfi-
cos permite concluir que a presença de quercetina leva à diminuição de fluorescência. Por 
exemplo, aos tempos 10 e 15 (t=10 e t=15 minutos) passa a estar presente um pico na 
região de baixa fluorescência, que não existiam na ausência de flavonóide. Também o 





Figura 28. Distribuição da fluorescência resultante da oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, nas células analisadas nas leituras efec-
tuadas com fisetina 0 (A) e 2,5 µM (B). A leitura inicial é efectuada na ausência de PMA, a fim de detectar a fluores-
cência basal. A leitura no tempo 0 (t=0) é a primeira leitura efectuada depois da adição de PMA, tendo-se realizado 
as leituras seguintes, de 5 em 5 minutos, com duração de 4000 eventos, como descrito na secção 3.2.2.2 dos Mate-
riais e Métodos. Os gráficos apresentados foram realizados com os resultados de uma experiencia representativa de 
um conjunto de quatro experiencias independentes. 
 
É possível observar, também no caso dos ensaios realizados com fisetina, a activa-
ção progressiva da população de células, após a adição de PMA. A partir do tempo 5 (t=5 
B 
A 
IV Apresentação dos Resultados 
62 
 
min) observa-se a presença de dois picos distintos, referentes aos conjuntos de células 
activadas e não activadas. Com o decorrer do tempo, a quantidade de células não activa-
das (sem fluorescência) diminui, aumentando a quantidade de células activadas. A compa-
ração dos dois gráficos permite concluir que a presença de fisetina leva à diminuição de 
fluorescência. Os picos na região de baixa fluorescência, para os três tempos (t=5, t=10 e 
t=15 minutos), aumentam na presença de flavonóide, comparativamente aos valores de 
células obtidos na leitura de fluorescência basal. Também o máximo de fluorescência obti-




Figura 29. Distribuição da fluorescência resultante da oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, nas células analisadas nas leituras efec-
tuadas com naringenina 0 (A) e 5 µM (B). A leitura inicial é efectuada na ausência de PMA, a fim de detectar a 
fluorescência basal. A leitura no tempo 0 (t=0) é a primeira leitura efectuada depois da adição de PMA, seguindo-se 
as leituras seguintes, de 5 em 5 minutos, com duração de 4000 eventos, como descrito na secção 3.2.2.2 dos Mate-
riais e Métodos. Os gráficos apresentados foram realizados com os resultados de uma experiencia representativa de 
um conjunto de quatro experiencias independentes. 
 
Mais uma vez, é possível observar que, em ambos os casos, se denota um aumento 
crescente de fluorescência, após a adição de PMA, resultante da activação progressiva da 
população de células. A comparação dos dois gráficos permite concluir que a naringenina 
leva à diminuição de fluorescência, notando-se uma deslocação dos picos referentes aos 
B 
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tempos 10 e 15 (t=10 e t=15 minutos), passando os valores máximos de 30 e 60 unidades 
de fluorescência para 20 e 30, respectivamente.  
 
Apresenta-se de seguida, a distribuição de fluorescência nas células analisadas, na presen-
ça das várias concentrações de flavonóide usadas (Figura 30), valores referentes à última 




Figura 30. Distribuição da fluorescência resultante da oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo e 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, nas células analisadas na última leitura 
efectuada para as várias concentrações de quercetina, fisetina e naringenina estudadas. A leitura inicial é efec-
tuada na ausência de PMA, a fim de detectar a fluorescência basal. Os valores de fluorescência seguintes são refe-
rentes à leitura efectuada aos 15 minutos, para as várias concentrações de quercetina (Que), fisetina (Fis) e narin-
genina (Nar) estudadas. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 3.2.2.2 dos Materiais e 
Métodos. Os gráficos apresentados foram realizados com os resultados de uma de quatro experiencias representa-
tivas.  
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Também na figura anterior se pode observar a diminuição de fluorescência emitida 
pelas células, com o aumento da concentração dos flavonóides estudados. 
A partir dos valores médios de fluorescência dos gráficos apresentados na figura 
anterior, calcularam-se os valores de percentagem de oxidação da sonda APF em função 
da concentração de flavonóide, que se apresentam na figura 31. Nesta figura, apresentam-
se, também, as curvas resultantes do ajuste de uma equação linear (no caso da querceti-
na) e exponencial (no caso da fisetina e naringenina) aos valores experimentais, efectuado 
através do programa OriginPro. 
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    A partir das equações ajustadas aos valores experimentais obtidos, foram calculados os 




Figura 31. Efeito da concentração de querce-
tina, fisetina e naringenina na oxidação da 
sonda APF, detectada por citometria de fluxo, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos 
activados ex vivo por PMA – representação 
gráfica da curva resultante do ajuste de uma 
equação linear aos valores experimentais. O 
ajuste foi feito através do software OriginPro. 
Os ensaios foram realizados de acordo com o 
descrito na secção 3.2.2.2 dos Materiais e 
Métodos. Os valores apresentados represen-
tam a média de quatro experiências indepen-
dentes. 
 




Quadro 5. Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, fisetina e naringenina no método da cloração 
da oxidação da sonda APF, detectada por citometria de fluxo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos acti-
vados ex vivo por PMA. Valores calculados a partir da equação ajustada aos pontos experimentais. δ – desvio 







Todos os flavonóides estudados apresentaram um efeito protector na oxidação da sonda 
APF. Os flavonóides fisetina e naringenina tiveram o maior poder de captação e a querce-
tina o menor. 
  
Flavonóide IC50 ± δ (M) 
Quercetina 2,89 ± 0,3 
Fisetina 1,31 ± 0,3 
Naringenina 1,37 ± 0,21 
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3 Estudo do efeito de flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB 
em células THP-1 activadas por LPS 
Estudou-se, em seguida, o efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-
κB, dada a sua importância em doenças inflamatórias e no cancro. Antes da realização dos 
ensaios, foram optimizadas as condições a utilizar, como a concentração de flavonóides a 
estudar, atendendo à sua possível citotoxicidade, e o tempo de incubação das células com 
LPS, usado para induzir o estado de inflamação. 
 
 
3.1.1 Citotoxicidade dos flavonóides 
Como foi referido anteriormente, foi necessário efectuar um estudo preliminar para ava-
liar a toxicidade dos flavonóides para as células THP-1, de forma a garantir que a viabilida-
de das células não era afectada pelas concentrações de flavonóide.  
Como referido na secção 4.1.1 dos Materiais e Métodos, estes ensaios foram reali-
zados com o composto alamarBlue®, que emite fluorescência ao ser reduzido por enzimas 
celulares, resultando num aumento de fluorescência proporcional ao número de células 
viáveis presentes no ensaio. 
Assim, foram realizadas incubações de 16 horas das células com o flavonóide, na 
estufa de CO2. Na Figura 32 podem observar-se as leituras de fluorescência, feitas de hora 
a hora durante 3 horas (após a adição do alamarBlue®), obtidas para as concentrações de 
5, 10, 15 e 20 µM, para a quercetina, e 5, 10 e 20 µM para a fisetina e naringenina.  
























































    




























       
 
Como se pode observar, das concentrações de flavonóides estudadas, apenas a de 20 µM 
de quercetina e de fisetina se mostrou tóxica. Considerou-se desprezável a ligeira diminui-
ção de fluorescência observada para a concentração de 10 µM de fisetina. No caso da 
naringenina, nenhuma das concentrações estudadas apresentou toxicidade. 
Assim, nos ensaios subsequentes não se ultrapassou a concentração de 15 µM de 
quercetina, 10 µM de fisetina e 20 µM de naringenina.  
 
3.1.2 Escolha do tempo de incubação das células com LPS 
Em seguida, pretendeu-se determinar qual a duração da incubação das células com LPS 
mais indicada, ou seja, qual o tempo que permitiria maximizar a resposta obtida, quer em 
termos de uma maior diminuição de p65 e IκBα no citoplasma, quer em termos de um 
aumento mais vincado de p65 no núcleo. O procedimento adoptado encontra-se descrito 
na secção 4.1.2 dos Materiais e Métodos.  
Figura 32. Avaliação da toxicidade da querce-
tina, fisetina e naringenina, após 16h de 
incubação com as células THP-1, através de 
medidas de fluorescência obtidas no ensaio 
com o alamarBlue®. Gráfico da evolução da 
fluorescência do alamarBlue® ao longo do 
tempo, para cada concentração de flavonóide 
testada (0 µM - ; 5 µM - ; 10 µM - ; 15 
µM - ; 20 µM - ). Este ensaio foi efectuado 
tal como descrito em 4.1.1 da secção de 
Materiais e Métodos. Resultados referentes a 
uma experiência representativa, de um con-
junto de três experiências independentes, 
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 Foram testados quatro tempos de incubação, 0,5, 1, 2 e 5 horas. Nas figuras 33 e 
34 pode observar-se o padrão de bandas obtido após o Western Blot para as proteínas p65 
e IκB as fracção citoplasmática e para a proteína p65 na fracção nuclear, respectivamen-
te, após os tempos de incubação estudados.  
 
 
Figura 33. Variação da quantidade de p65 e IκB, no citoplasma, nos diferentes tempos de incubação testados. As 
bandas apresentadas referem-se às proteínas p65, IκB e β-actina (controlo de loading), para os quatro tempos 
estudados (0,5, 1, 2 e 5 horas), sem e com adição de LPS (- e +), no citoplasma. Os ensaios foram realizados de acor-




Figura 34. Variação da quantidade de p65, no núcleo, nos diferentes tempos de incubação testados. As bandas 
apresentadas referem-se à proteína p65 e ao padrão de bandas obtido na membrana de nitrocelulose, corada com 
Ponceau S (controlo de loading), para os quatro tempos estudados (0,5, 1, 2 e 5 horas), sem e com adição de LPS (- 
e +), no núcleo. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 4.1.2 dos Materiais e Métodos. 
Experiência representativa de um conjunto de quatro experiências independentes. 
 
 
Após a quantificação das várias bandas obtidas, com recurso ao programa Image J, calcu-
lou-se o efeito do tratamento das células com LPS na translocação de p65 do citoplasma 
para o núcleo e na degradação da IκBα no citoplasma. Para os vários tempos de incubação, 
foi feita uma razão entre o valor corrigido da banda na presença de LPS pela banda na 
ausência do mesmo (controlo). Assim, valores de 1 indicam uma manutenção dos níveis da 
proteína e valores superiores e inferiores a 1 indicam, respectivamente, um aumento e 
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Quadro 6. Efeito do tempo de incubação com LPS nos níveis de p65 e IκBα no citoplasma e no nível de p65 no 
núcleo. Os valores apresentados correspondem à razão entre os valores das várias bandas em relação ao controlo, 
nos vários tempos de incubação estudados. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na secção 4.1.2 
dos Materiais e Métodos. Os resultados apresentados correspondem à média e respectivos desvios-padrão de seis 
experiências independentes. 
Localização Proteína 
Tempo de incubação com LPS (h) 
0,5 1 2 5 
Citoplasma 
p65 1,05 ± 0,36 0,7 ± 0,13 1,24 ± 0,05 0,77 ± 0,12 
IκBα 0,66 ± 0,16 0,25 ± 0,03 1,07 ± 0,04 1,63 ± 0,45 
Núcleo p65 2,06 ± 2,14 3,64 ± 0,58 1,37 ± 0,45 1,14 ± 0,66 
 
Da análise do quadro anterior, pode-se constatar que o tempo de incubação que permitiu 
obter, de uma forma mais marcada, as variações que se esperavam (diminuição de p65 e 
IκBα no citoplasma e aumento de p65 no núcleo) foi o de 1 hora. Este tempo de incubação 
é, de facto, o único para o qual se conseguiu detectar, simultaneamente, uma diminuição 
dos níveis proteicos no citoplasma e aumento no núcleo. Desta forma, foi este o tempo 
escolhido para o estudo da acção dos flavonóides da activação do NF-κB. 
 
3.1.3 Acção dos flavonóides na activação do NF-κB 
Após a optimização das condições a usar, iniciaram-se os ensaios com os flavonóides, a fim 
de avaliar o seu efeito na activação do NF-κB. Os ensaios foram realizados com quercetina 
10 e 15 µM, fisetina 10 µM e naringenina 20 µM e as células incubadas durante 1 hora 
com LPS 100 ng/mL e procedeu-se à análise, por Western Blot, das proteínas p65 e IκB 
nos extractos citoplasmáticos (figura 35) e da proteína p65 no extracto nuclear (figura 36). 
 
                 
Figura 35. Efeito dos flavonóides nos níveis citoplasmáticos de p65 e IκBα. Bandas referentes a p65, IκB e actina 
(controlo de loading), no citoplasma. C – e C + referem-se aos controlos, sem flavonóide, tratados sem e com LPS, 
respectivamente. Q 10 – ensaio com quercetina 10 µM; Q 15 – ensaio com quercetina 15 µM; F 10 – ensaio com 
fisetina 10 µM; N 20 – ensaio com naringenina 20 µM. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na 
secção 4.1.3 dos Materiais e Métodos. Resultados referentes a uma experiência representativa de um conjunto de 







 C –           C +        Q 10     Q 15      F 10     N20   




                    
Figura 36. Efeito dos flavonóides nos níveis de p65 no núcleo. Bandas referentes a p65 e membrana corada com 
Ponceau S (controlo de loading), no núcleo. C – e C + referem-se aos controlos, sem flavonóide, tratados sem e com 
LPS, respectivamente. Q 10 – ensaio com quercetina 10 µM; Q 15 – ensaio com quercetina 15 µM; F 10 – ensaio 
com fisetina 10 µM; N 20 – ensaio com naringenina 20 µM. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito 
na secção 4.1.3 dos Materiais e Métodos. Resultados referentes a uma experiência representativa de um conjunto 
de duas experiências independentes. 
 
Após a quantificação das várias bandas obtidas, no programa Image J, calculou-se o efeito 
dos flavonóides na deslocação de p65 do citoplasma para o núcleo e na degradação da 
IκBα no citoplasma, nas células tratadas com LPS. Calculou-se a razão entre o valor corrigi-
do de cada banda referente aos ensaios com flavonóide pela banda do controlo C + (trata-
do com LPS, na ausência de flavonóide). Assim, valores de 1 indicam uma manutenção dos 
níveis da proteína, relativamente ao controlo, e valores superiores e inferiores a 1 indicam, 
respectivamente, um aumento e uma diminuição da proteína na presença de flavonóide. 
Os valores obtidos encontram-se resumidos no Quadro 7.  
 
Quadro 7. Efeito da presença de flavonóides na variação dos níveis de p65 e IκBα no citoplasma e de p65 no 
núcleo. Os valores apresentados correspondem à razão entre os valores obtidos na presença dos flavonóides e o 
controlo positivo; Q 10 – ensaio com quercetina 10 µM; Q 15 – ensaio com quercetina 15 µM; F 10 – ensaio com 
fisetina 10 µM; N 20 – ensaio com naringenina 20 µM. Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito na 
secção 4.1.3 dos Materiais e Métodos. Resultados referentes a uma experiência representativa de um conjunto de 
duas experiências independentes. 
Localização Proteína 
Ensaio 
Q 10 Q 15 F 10 N 20 
Citoplasma 
p65 3,33 3,48 1,97 3,28 
IκBα 1,21 1,9 0,99 2,83 
Núcleo p65 0,58 0,45 0,41 0,29 
 
Os resultados obtidos, permitem observar que os 3 flavonóides testados inibem a translo-
cação do NF-κB para o núcleo (valores de p65 < 1), retendo-o no citoplasma (valores de 
p65 > 1) e inibem a degradação de IκB (valores de IκB > 1), com excepção da fisetina. O 
flavonóide mais eficaz foi a naringina 20 µM. É também de referir, que o aumento de con-
centração de quercetina se reflectiu num aumento da inibição. 
 
  








4. Estudo da toxicidade dos flavonóides para as células mononucleares do sangue 
periférico (PBMC) 
 
Como já foi referido, um dos objectivos principais deste trabalho era estudar o efeito dos 
flavonóides na activação do NF-kB em PBMC estimulados por LPS. No entanto, devido ao 
baixo rendimento na obtenção de PBMC e à quantidade elevada de proteína necessária 
para a análise das proteínas citosplasmáticas e nucleares, por Western Blot, foi apenas 
estudada a toxicidade dos flavonóides em relação aos PBMC.  
A avaliação da toxicidade dos flavonóides para as PBMC foi feita realizando o teste 
de actividade metabólica com o alamarBlue®, após 16 horas de incubação com os flavo-
nóides, como descrito na secção 4.2.2 dos Materiais e Métodos. Foram testados os flavo-
nóides quercetina, fisetina e naringenina, nas concentrações 5, 10 e 20 µM. 
 















































































Como se pode observar nos resultados obtidos, apenas a fisetina apresentou toxicidade 
para as concentrações de 10 µM, embora de uma forma ligeira, e 20 µM. 
Figura 37. Actividade metabólica de PBMC, após 
16h de incubação na presença de quercetina (A), 
fisetina (B) e naringenina (C). Valores de fluores-
cência obtidos através do método do alamar-
Blue®, medidos ao fim de 1, 2 e 3 horas, para cada 
concentração de flavonóide testada (0 µM - ; 5 
µM - ; 10 µM - ; 20 µM - ). Os ensaios foram 
realizados de acordo com o descrito na secção 
4.2.2 dos Materiais e Métodos. Resultado referen-
te a uma experiência representativa, de um con-
junto de três experiências independentes, realiza-





































Este trabalho teve como objectivo contribuir para a identificação de propriedades anti-
inflamatórias que, em geral, são atribuídas aos flavonóides sem que se conheça muito 
bem a sua base científica. Assim, foi avaliada a capacidade de alguns flavonóides (querce-
tina, fisetina, naringenina e naringina) para captar HOCl, um oxidante forte produzido 
pelos neutrófilos, e os seus efeitos na activação do celular do factor de transcrição NF-kB. 
 
O estudo da captação do HOCl, produzido por síntese química e por neutrófilos activados, 
foi feito através de ensaios de competição, com base na oxidação do vermelho de piroga-
lol (PGR), na cloração da taurina e na oxidação da sonda 3-aminofenilfluoresceína (APF) 
que foi avaliada por fluorimetria e por citometria de fluxo. De um modo geral, estabele-
ceu-se, para os diferentes métodos, uma relação entre a percentagem de inibição da oxi-
dação ou cloração pelo HOCl e a concentração de flavonóide, permitindo determinar os 
respectivos valores de IC50. Para facilitar a discussão resume-se no quadro seguinte os 
resultados obtidos para os flavonóides estudados nas várias condições ensaiadas. 
 
Quadro 8. Valores de IC50 obtidos nos ensaios de captação de HOCl 
 
Flavonóide 











21,35 ± 0,51 5,46 ± 0,28 3,78 ± 1,09 0,21 ± 0,03 2,89 ± 0,3 
Fisetina 
 
44,08 ± 3,32 12,3 ± 1,57 7,13 ± 0,52 3,65 ± 1,57 1,31 ± 0,3 
Naringenina 
 
40,11 ± 1,02 24,1 ± 1,83 3,81 ± 0,46 1,99 ± 0,19 1,37 ± 0,21 
Naringina
 






Como já foi referido, os estudos, sem células, de captação realizados com HOCl produzido 
quimicamente, por flavonóides, permitem avaliar a capacidade antioxidante dos compos-
tos que é conferida pela sua estrutura. Mais concretamente, como foi mencionado na 
Introdução, as características estruturais importantes para uma eficiente captação de 
HOCl são a existência da dupla ligação C2=C3 e o grupo 3-OH e a presença de grupos –OH 
nas posições 5 e 7 do anel A.  
Nos resultados obtidos para a oxidação do PGR, pode observar-se que a querceti-
na, todas as características atrás referidas, apresenta o melhor poder de captação (menor 
valor de IC50), em contraste com a fisetina e naringenina, que possuem apenas algumas 
daquelas características, e com a naringina que não possui nenhuma. Confirmam-se, 
assim, as relações estrutura-actividade estabelecidas, com uma gama mais alargada de 
flavonóides (Justino et al, 2009).  
No método da cloração da taurina, esta relação mantém-se, embora se consiga 
notar uma diferenciação entre os flavonóides fisetina e naringenina, sendo o primeiro 
mais eficiente. Comparando a estrutura destes dois compostos, parece concluir-se que a 
existência da dupla ligação C2=C3 e do grupo 3-OH (fisetina) são características mais 
importantes do que a presença dos grupos –OH nas posições 5 e 7 do anel A, na ausência 
da dupla ligação C2=C3 e do grupo 3-OH (naringenina).  
Como foi referido na Introdução, a captação de HOCl pelos flavonóides ocorre 
através da cloração dos carbonos nas posições 8 e 6, no anel A, e corresponde a uma reac-
ção de substituição electrofílica aromática em que os grupos 5 e 7 – OH (activadores e 
directores orto e para) promovem a cloração. Por outro lado a ligação dupla C2=C3 e o 
grupo 3-OH conferem coplanaridade aos anéis B e C permitindo a redistribuição dos elec-
trões provenientes de grupos ricos em electrões (Cl) ligados ao anel A (Justino et al, 2009).  
As diferenças observadas entre os resultados obtidos para a oxidação do PGR e clo-
ração da taurina devem-se às características ao método em si.  
 
Os ensaios efectuados para determinar a capacidade dos flavonóide para captar HOCl pro-
duzido por neutrófilos activados, ao contrário dos métodos químicos, são influenciados 
por outros factores, que têm a ver com a produção de HOCl através duma reacção enzimá-
tica e da interacção dos flavonóides com as células. Uma das principais diferenças nos 
resultados obtidos, comparativamente aos métodos químicos, é a gama mas apertada de 




HOCl. Enquanto que nos métodos químicos, o HOCl é adicionado em “bolus”, isto é, a sua 
concentração final é atingida imediatamente, nos métodos com neutrófilos activados, o 
HOCl é libertado de forma gradual, através de uma reacção enzimática que é despoletada 
pelo PMA, ainda que de uma forma mais abrupta do que em situações fisiológicas (Spletts-
toesser e Schuff-Werner, 2002). Desta forma, neste segundo caso, a concentração 
momentânea de HOCl é menor, facto que favorece a eficácia de captação do HOCl pelos 
flavonóides que se tinham mostrado menos eficazes na captação do HOCl adicionado em 
“bolus”.  
A cloração da taurina permite avaliar a captação de HOCl no exterior das células, 
ou seja, o HOCl libertado dentro das células mas que vem para o exterior, uma vez que é 
apenas analisado o sobrenadante da mistura reaccional. É possível, no entanto, que se 
forme clorotaurina no interior dos neutrófilos, que depois atravessa a membrana e reage 
com o reagente revelador adicionado ao meio. De facto, a taurina é o aminoácido livre 
mais abundante no citosol dos leucócitos, especialmente dos neutrófilos, existindo em 
concentrações 10 – 30 mM e o HOCl reage rapidamente com este aminoácido (Marcinkie-
wicz et al, 1998). Como é uma molécula aniónica pequena, a clorotaurina consegue movi-
mentar-se através da membrana, por troca aniónica (Cantin, 1994). 
Nos ensaios de cloração da taurina por neutrófilos activados, os valores de IC50 
mais baixos foram obtidos para os flavonóides quercetina e naringenina, seguidos pelos da 
fisetina e naringina. Como o HOCl é libertado pela célula, para além da estrutura do flavo-
nóide, deverá ser importante a sua interacção com a membrana do neutrófilo, que será 
tanto maior quanto mais apolar for a molécula (Oteiza et al, 2005). Assim, como já foi ana-
lisado, a quercetina, devido à sua estrutura, é um bom captador, apresentando um IC50 
baixo. A naringenina não é tão bom captador, como se observou neste método aplicado à 
captação de HOCl produzido quimicamente, mas sendo o flavonóide mais apolar, é o que 
melhor interage com a membrana, tornando-se tão bom captador de HOCl produzido 
pelos neutrófilos quanto a quercetina. A fisetina tem uma capacidade de captação e pola-
ridade intermédias, apresentando um valor ligeiramente superior. A naringina apresenta 
um IC50 superior, que se justifica pela sua estrutura não favorável aliada à dificuldade de 
interacção com a membrana, devido à presença do grupo ósido na posição 7. 
Utilizou-se, ainda, um outro ensaio de competição, para estudar a capacidade 
antioxidante dos flavonóides em relação ao HOCl, que se baseou na oxidação da sonda 





metria e por citometria de fluxo. A sonda APF apresenta a vantagem de permitir avaliar a 
captação intracelular de HOCl, uma vez que esta sonda consegue entrar nas células, permi-
tindo, por isso, medir a fluorescência total (no interior e exterior das células). Por outro 
lado, e uma vez que por citometria se faz a análise célula a célula, os resultados reportam-
se à fluorescência emitida pelas das células e não no seu meio envolvente. Desta forma, os 
métodos usados complementam-se e a análise conjunta dos resultados permite avaliar a 
capacidade dos flavonóides para captarem o HOCl, tendo em conta as suas estruturas mas, 
também, as suas interacções com a membrana das células. 
No método espectrofluorimétrico, a hierarquia da eficiência dos flavonóides para 
captação do HOCl manteve-se, relativamente ao método da cloração da taurina, embora 
tivesse ocorrido uma diferenciação entre a quercetina e naringenina, ambos melhores 
captadores que a fisetina. Analisando estes dados isoladamente, e considerando que neste 
método também se mede a captação de HOCl intracelular, poder-se-ia pensar que a quer-
cetina conseguiria entrar nas células, ao contrário da naringenina, que apenas interagiria 
com a membrana. No entanto, os resultados obtidos por citometria de fluxo que, como foi 
referido, fornece dados apenas das células, indicam que tanto a naringenina como a fiseti-
na, com menores valores de IC50 que a quercetina, têm maior capacidade para entrar nas 
células que esta. A quercetina é um flavonóide bastante polar, logo interage apenas com a 
superfície da membrana (Oteiza et al, 2005). Os flavonóides fisetina e naringenina, sendo 
mais apolares, conseguem ligar-se ao interior hidrófobo da membrana, sendo, por isso, 
mais fácil a sua entrada na célula (Oteiza et al, 2005). Desta forma, o bom resultado obtido 
para a quercetina por espectrofluorimetria poderá ser devido à distribuição da sonda APF. 
De facto, esta sonda tem uma localização predominantemente intracelular (Freitas et al, 
2009). No entanto, a sonda é adicionada em excesso ao ensaio, ficando parte desta no 
exterior das células. Desta forma, e como parte do HOCl produzido é libertado para o exte-
rior da célula (Halliwell, 2006), a fluorescência total lida deverá ter uma componente 
extracelular mais forte.  
 As diferenças de gamas de valores de IC50 obtidos nos dois métodos usados para os 
ensaios com neutrófilos activados, cloração da taurina e oxidação APF, podem dever-se à 
quantidade de células usadas em cada um dos métodos, 2x106 células/mL e 0,5x106 célu-
las/mL, respectivamente. Considerando que se usou a mesma quantidade de PMA (100 
ng/mL), será de esperar que a quantidade de HOCl produzido pela estimulação tenha sido 




rar a taurina do que para oxidar a sonda, o que deve justificar os valores de IC50 superiores 
no método da cloração da taurina.  
 
Na segunda parte do trabalho estudou-se os efeitos dos flavonóides na activação celular 
do factor de transcrição NF-kB. 
Como foi dito na Introdução, a activação da via clássica do NF-κB leva à degradação 
da proteína inibidora do NF-κB, a IκB. Assim, o NF-κB, ficando livre, desloca-se para o 
núcleo onde promove a transcrição de vários genes. 
Os ensaios de para o estudo dos efeitos dos flavonóides na activação do NF-κB 
foram iniciados pela escolha do tempo de incubação das células com LPS. Como já foi refe-
rido, pretendia-se determinar qual o tempo que permitia que a resposta ao LPS fosse 
maximizada. Os resultados obtidos foram, em geral, consistentes, para cada tempo de 
incubação.  
Para os 30 minutos, os resultados não são muito esclarecedores. Por um lado, 
poderia considerar-se uma manutenção dos níveis de p65. O valor obtido para o citoplas-
ma é muito próximo de 1, consistente com esta justificação. O valor de p65 no núcleo 
poderia manter-se também, uma vez que o valor obtido apresenta um erro demasiado 
elevado para se poderem tirar quaisquer conclusões. Outra interpretação possível é estar 
a ocorrer uma translocação de p65 para o núcleo, consistente com a diminuição observada 
para a IκBα. De facto, Takashiba et al (1999) observaram em células THP-1 que o estimulo 
com LPS 100 ng/mL levou à detecção de NF-κB no núcleo, a partir da meia hora, e a degra-
dação da IκBα ocorre de forma bastante rápida (revisto por Sun e Andersson, 2002 e Skaug 
et al, 2009), havendo dados que indicam que, em células THP-1 estimuladas com LPS 10 
µg/mL, a degradação é iniciada cerca de 15 minutos após o estímulo (O’Connell et al, 
1998).  
Ao fim de 1 hora de incubação, observa-se uma diminuição das proteínas p65 e 
IκBα no citoplasma e um aumento de p65 no núcleo. No entanto, a diminuição de p65 no 
citoplasma não é tão evidente como o aumento no núcleo. Esta observação pode ser devi-
da ao tamanho do pool de p65 nos dois locais. Enquanto que no citoplasma esta proteína 
existe constantemente, no núcleo só existe mediante activação celular. Deste modo, a 
translocação de uma determinada quantidade de p65 do citoplasma para o núcleo reflec-





Ao fim de 2 horas de incubação, nota-se um pequeno aumento de p65 no cito-
plasma e no núcleo o que não deverá acontecer, devido à translocação do p65 de um local 
para o outro. Porém, os valores são ambos próximos de 1 e o aumento obtido no núcleo 
tem um grande erro associado. Pode-se, por isso, considerar que há uma manutenção dos 
valores ou um ligeiro aumento no citoplasma, com uma diminuição concomitante no 
núcleo. Dados na literatura indicam que em células THP-1 estimuladas com LPS 10 µg/mL 
(O’Connell et al, 1998), em macrófagos peritoneais estimulados com LPS (Tran et al, 1997) 
e em células pré-B estimuladas com IL-1 (May e Ghosh, 1998) a ressíntese de IκBα é inicia-
da 2 a 3 horas depois do inicio do estímulo. Assim, este resultado indicativo de uma inter-
rupção na activação poderá ser devido ao efeito de feedback negativo, exercido pela IκBα, 
que ao ser ressintetizada se dirige para o núcleo, onde recruta o NF-κB, transportando-o 
para o citoplasma (revisto por Skaug et al, 2009).   
Para as 5 horas, observa-se um aumento nos níveis de IκB no citoplasma e uma 
ligeira translocação do p65 do citoplasma para o núcleo. Esta observação pode ser devida 
à acção da IκBβ. Apesar de haver um aumento de IκBα, a translocação de p65 para o 
núcleo pode ser devida à degradação de IκBβ, que ocorre de forma lenta inicialmente 
(revisto por Skaug et al, 2009), atingindo um máximo a partir das 2 horas, após o estímulo. 
Este efeito foi observado em macrófagos peritoneais estimulados com LPS (Tran et al, 
1997) e em células pré-B estimuladas com IL-1 (May e Ghosh, 1998). 
Pelo que se disse anteriormente, escolheu-se o tempo de 1 hora de incubação com 
LPS, já que foi para este tempo que se obteve, no conjunto, uma maior diminuição de p65 
e de IκBα no citoplasma e um maior aumento de p65 no núcleo. Há uma grande contro-
vérsia sobre o tempo ao fim do qual ocorrerá o máximo de activação. Por exemplo, os 
resultados obtidos por O’Connell et al (1998), com células THP-1 estimuladas com LPS 10 
µg/mL, e por Choi et al (2007), com células RAW (macrófagos) estimuladas com LPS 100 
ng/mL, indicam que a activação máxima será 30 minutos após o inicio do estímulo. Cordle 
et al (1993) observaram, em células THP-1, que a activação máxima ocorreria 2 horas após 
o estímulo com LPS (10 µg/mL). Há, também, dados da literatura concordantes com os 
resultados obtidos no presente trabalho. Takashiba et al (1999), observaram que o nível 
máximo de NF-κB no núcleo ocorria ao fim de 1 hora após a adição de LPS (100 ng/mL). 
Também no trabalho de O’Connell et al (1998), já referido, com células THP-1 estimuladas 
com LPS (10 µg/mL), se observou que a degradação máxima da IκBα ocorria entre os 30 e 




Note-se, porém, que as diferenças nos resultados obtidos, relativamente aos dados 
da literatura podem ser devidos a diferenças no tratamento das células, ou mesmo às 
células em si. À medida que vão envelhecendo, ou seja, à medida que vão aumentando o 
número de passagens, aumenta a probabilidade de as células sofrerem mutações, o que 
pode levar a diferenças no seu comportamento ou na resposta a estímulos externos.  
Os resultados obtidos nos ensaios com flavonóides indicam que estes poderão ini-
bir a activação do NF-κB, inibindo a sua translocação para o núcleo, aumentando a sua 
retenção no citoplasma, e diminuindo a degradação da IκB. O flavonóide que demonstrou 
maior efeito foi a naringenina 20 µM, seguido da quercetina 15 µM e quercetina 10 µM; a 
fisetina 10 µM foi o que teve menos efeito. Há, no entanto, que ter cuidado a tirar conclu-
sões, uma vez que foram feitas apenas duas experiências independentes. Há, no entanto, 
dados na literatura que apoiam os resultados obtidos no presente trabalho.  
Há resultados que sugerem que quercetina inibe a translocação de NF-κB para o 
núcleo de células da microglia (Chen et al, 2005) e a fosforilação de IκBα e de IκBβ em 
macrófagos (Comala et al, 2006) e em PBMCs (Nair et al, 2006). 
Sobre a naringenina, Hämäläinen et al (2007) observaram que este flavonóide ini-
bia a translocação de NF-κB do citoplasma para o núcleo, em macrófagos. 
Estudos realizados com fisetina indicam que este flavonóide inibe a translocação 
do NF-κB para o núcleo e degradação da IκB em mastócitos (Park et al, 2007), em células 
do adenocarcinoma de pulmão humanas, células de linfoma de Burkitt humanas e células 
de rim embrionárias (Sung et al, 2007) e em células da microglia (Zheng et al, 2008). 
O facto de a sinalização do NF-κB ser relativamente conservada nos vários tipos de 
células usadas nestes estudos (Vallabhapurapu e Karin, 2009) é indicativo de que os dados 
da literatura referidos, apesar de não ter sido realizado em células THP-1, podem corrobo-
rar os resultados obtidos neste trabalho.   
Dos resultados deste trabalho pode afirmar-se que os flavonóides estudados apre-
sentam um efeito protector na activação do NF-κB, em células THP-1 estimuladas por LPS, 
ainda que não seja possível, dado o pequeno número de flavonóides estudados, estabele-
cer qualquer relação estrutura-actividade. 
 
A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possível concluir que os flavonóides estu-





para reagir com o HOCl e inibem a activação do NF-κB, demonstrando ter propriedades 
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